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No presente estudo foi realizada a determinação de três fármacos da classe 
dos inibidores da bomba de prótons (IBP), omeprazol, pantoprazol e lansoprazol, em 
amostras de plasma humano utilizando a técnica HF-LPME com análise por 
cromatografia líquida com detecção por arranjo de diodos (LC-DAD). As condições 
cromatográficas estabelecidas permitiram a separação dos analitos com resolução 
satisfatória e tempo de corrida de 10 minutos utilizando a fase móvel composta por 
tampão fosfato pH 5 0,010 mol L-1 e acetonitrila (60:40, v/v) na vazão de 1 mL min-1 
nos comprimentos de onda de 285 e 302 nm. A otimização dos parâmetros da HF-
LPME foi crucial para a determinação dos fármacos sendo que as condições 
selecionadas foram o modo de extração em 3 fases com segmentos de 8 cm de 
fibra,  solvente 1-octanol, fase doadora tampão fosfato pH 5 0,010 mol L-1 e fase 
aceptora tampão borato pH 10 0,010 mol L-1, velocidade de agitação de 750 rpm, 
tempo de agitação de 15 minutos e adição de NaCl de 5% (m/v). A avaliação dos 
parâmetros analíticos de mérito, segundo recomendações do US-FDA, possibilitou 
observar boa linearidade (200 a 2000 ng mL-1) para todos os analitos com 
coeficiente de determinação de 0,9937; 0,9921 e 0,9910 para os fármacos 
omeprazol, pantoprazol e lansoprazol, respectivamente. A precisão foi avaliada em 
termos de precisão intra (300, 900 e 1200 ng mL-1) e interdia (200, 1000 e 2000 ng 
mL-1) com coeficientes de variação (CV%) inferiores a 15% para todas as 
concentrações e limite inferior de quantificação (LOQ) de 200 ng mL-1. A exatidão 
também foi avaliada nesses níveis de concentração com valores na faixa 80 a 130%. 
Por fim, a eficácia do método HF-LPME/LC-DAD foi verificada em amostras reais de 
plasma humano de pacientes em terapia com os analitos, sendo possível a 
quantificação dos analitos omeprazol e pantoprazol em concentrações por volta de 
1,2 e 1,9 µg mL-1, respectivamente. Desta forma, é possível confirmar a 
aplicabilidade do método proposto para determinação dos fármacos IBP em 
amostras de plasma humano com satisfatória etapa de “clean up”, além de 
seletividade, exatidão e precisão.  
 
 






In this study, three drugs of the proton pump inhibitor class (PPI), 
omeprazole, pantoprazole and lansoprazole, were determined in human plasma 
samples using the HF-LPME technique by liquid chromatography with diode array 
detection (LC- DAD). The chromatographic conditions allowed separation of the 
analytes with satisfactory resolution and run time of 10 minutes, using the mobile 
phase composed of phosphate buffer at pH 5 (0.010 mol L-1) and acetonitrile (60:40, 
v/v) with flow of 1 mL min-1 at wavelengths of 285 and 302 nm. The optimization of 
HF-LPME parameters was crucial for the determination of the drugs, and the 
conditions selected were the 3 phase mode with 8 cm fiber segments, 1-octanol as 
solvent, donor phase phosphate buffer at pH 5 (0.010 mol L-1) and acceptor phase 
borate buffer at pH 10 (0.010 mol L-1), stirring speed of 750 rpm, stirring time of 15 
minutes, and addition of 5% NaCl (w/v). The method validation, according to US-FDA 
recommendations, showed good linear range (200 to 2000 ng mL-1) for all analytes 
with determination coefficient of 0.9937; 0.9922 and 0.9910 for omeprazole, 
pantoprazole and lansoprazole, respectively. The precision was evaluated in terms of 
intra-day (300, 900 and 1200 ng mL-1) and inter-day (200, 1000 and 2000 ng mL-1) 
with relative standard deviations (RSD) lower than 15% for all the concentrations, 
with limit of quantification (LOQ) of 200 ng mL-1. Accuracy was also assessed at 
these concentration levels and ranged from 80 to 130%. Finally, the efficacy of the 
HF-LPME / LC-DAD method was verified in real human plasma samples from 
patients in therapy with the analytes, being possible the quantification of the drugs 
omeprazole and pantoprazole at concentrations around 1200 and 1900 ng mL-1, 
respectively. Therefore, it is possible to confirm the applicability of this proposed 
method for determination of PPI drugs in human plasma with satisfactory clean up 
step, selectivity, accuracy and precision. 
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O desenvolvimento de métodos que sejam seletivos e capazes de determinar 
analitos em baixas concentrações ainda representa um desafio para análise de 
matrizes complexas. Neste contexto, a utilização de técnicas miniaturizadas tem sido 
tendência por aplicar menores volumes de solvente orgânico e amostra, além de, 
geralmente, apresentar maior seletividade e possuir potencial para automação. São 
encontradas técnicas de microextração tanto de fase sólida quanto de fase líquida, 
sendo que neste último caso destaca-se a microextração em fase líquida com fibra 
oca (HF-LPME). Nesta técnica é utilizado um dispositivo de baixo custo, a fibra oca 
hidrofóbica de polipropileno, permitindo o descarte após cada extração. Além disso, 
pode ser aplicada na extração e concentração de analitos em fase aquosa com 
diferentes polaridades (baixa a alta hidrofobicidade), sendo possível a análise 
empregando técnicas como cromatografia líquida ou gasosa e eletroforese capilar 1. 
Uma das diversas aplicações da HF-LPME é a determinação de fármacos em 
baixas concentrações em matrizes biológicas como, por exemplo, plasma e urina. 
Esta análise tem aplicação em diversas áreas, podendo-se destacar a clínica e 
toxicológica para fins de estudos de farmacocinética, monitorização terapêutica, 
detecção de drogas ilícitas, entre outros2. Dentre a variedade de classes de 
fármacos comumente estudadas, a classe dos inibidores da bomba de prótons tem 
ganhado destaque nos últimos anos pela divulgação de trabalhos que correlacionam 
o uso crônico destas drogas com efeitos adversos como alteração na absorção de 
vitaminas e nutrientes, além da ocorrência de algumas doenças como o mal de 
Alzheimer 3. 
Neste contexto, este estudo tem como proposta realizar a determinação de três 
fármacos representantes da classe dos inibidores da bomba de prótons, em plasma 
humano, empregando a técnica HF-LPME e análise por cromatografia líquida.  
1.1 INIBIDORES DA BOMBA DE PRÓTONS (IBP) 
 
Uma das classes de fármacos mais utilizadas mundialmente é a dos 




atuarem na etapa final da secreção ácida gástrica, realizada pela enzima bomba de 
prótons, são bastante eficazes no tratamento de distúrbios relacionados com a 
produção ácida, como refluxo gastroesofágico, úlceras, hipersecreção ácida e 
sangramento do trato gastrointestinal alto4,5.  
Desta classe de inibidores da bomba de prótons (IBP), encontram-se 
comercialmente disponíveis: omeprazol, lansoprazol, pantoprazol, rabeprazol, 
esomeprazol, tenatoprazol e dexlansoprazol6. Dentre estes, os que têm sido mais 
comumente prescritos no meio clínico são o omeprazol, pantoprazol e lansoprazol e 
por este motivo foram selecionados como analitos. Na TABELA 1 e na FIGURA 1 
são apresentadas algumas características físico-químicas dos fármacos deste 
trabalho. 

















73590-58-6 C17H19N3O3S 345,42 95
a 2,43 3,98 8,7 
Pantoprazol 
(PAN) 
102625-70-7 C16H15F2N3O4S 383,37 98
b 2,18 3,89 8,7 
Lansoprazol 
(LANSO) 
103577-45-3 C16H14F3N3O2S 369,36 97
c 3,03 3,77 8,2 
a Dado obtido em 7; b Dado obtido em 8;c Dado obtido em 9; d Dado obtido em chemicalize.org; e Dado 
obtido em 10.log Kow: logaritmo da constante de partição octanol/ água; pKa: logaritmo negativo da 
constante de dissociação ácida. 
1.1.1 Farmacocinética 
 
Os inibidores da bomba de prótons são bases fracas lipofílicas que se 
degradam em ambiente ácido e, desta forma, são administrados na forma de pró-
fármacos inativos em comprimidos de uso oral com revestimento entérico, que são 
dissolvidos no ambiente alcalino intestinal. No sangue sofrem rápida difusão nas 
membranas lipídicas para os compartimentos acidificados, como as células parietais 




cátion reage de forma covalente com a enzima bomba de prótons resultando na 
inativação irreversível 11–13. 
 
FIGURA 1: Estrutura química básica dos fármacos omeprazol, lansoprazol e pantoprazol com 
identificação dos sítios de protonação (1 e 3) e de desprotonação (2 e 4), além dos sítios de pKa1 e 
pKa2.  
Fonte: Adaptado de 14. 
 
O mecanismo de conversão à forma ativa dos IBP tem como primeira etapa a 
protonação do nitrogênio piridínico (sítio identificado como 1 na FIGURA 1). Em 
seguida ocorre a segunda protonação, desta vez no nitrogênio identificado como 3 
na FIGURA 1, o que faz com que a molécula seja acumulada nas células parietais 
do estômago, cujo ambiente é ácido (pH 1,3). A molécula terá a fração protonada 
nos sítios 1 e 3 e uma fração do conjugado com o sítio 1 desprotonado que, apesar 
de estar em menor quantidade, será a espécie que gera a forma ativa dos fármacos. 
Isso porque esta é a espécie que sofrerá rearranjo após um ataque nucleofílico 
intramolecular formando um intermediário instável, que sofrerá a conversão a ácido 
sulfênico. Após a perda de uma molécula de água, o ácido sulfênico converte-se a 
sulfenamida cíclica. Ambos o ácido sulfênico ou sulfenamida cíclica podem ligar-se 
às cisteínas da enzima da bomba de prótons de forma irreversível, realizando a 
supressão gástrica15,16.  
Por outro lado, pelo fato das sulfenamidas serem bastante reativas, quando 




degradação coloridos10. Esta degradação, segundo estudos de estabilidade e 
conforme discutido no mecanismo de conversão à forma ativa, é acelerada em 
ambientes ácidos, enquanto que, de pH neutro a alcalino os fármacos apresentam 
significativa estabilidade 17,18. A ordem decrescente de estabilidade em ambiente 
ácido dos analitos deste estudo pode ser estabelecida como: 
pantoprazol>omeprazol> lansoprazol19. Esta diferença de comportamento deve-se 
ao fato de que, apesar de apresentarem estruturas moleculares bastante 
semelhantes, os diferentes substituintes ligados aos grupos piridínico e 
benzimidazólico destes fármacos fazem com que haja distinção entre suas 
características químicas e físicas20.  
Em ambiente básico ocorre a desprotonação do nitrogênio identificado como 
2 na FIGURA 1 com valor de pKa de aproximadamente 9. A desprotonação também 
pode ocorrer no sítio identificado como 4, no grupo CH2, porém, o valor de pKa é 
bastante alto 21. Nestes casos não ocorre conversão da molécula, permanecendo na 
forma aniônica e apresentando maior estabilidade 17. 
Após a inibição da enzima a secreção ácida só retorna com a síntese e 
inserção de novas moléculas da bomba de prótons, o que acarreta em uma 
supressão prolongada (de 24 até 48 horas), apesar do tempo curto de meia vida 
plasmática dos fármacos desta classe (0,5 a 2 horas) 11,13. O tempo de concentração 
plasmática máxima é de 1 a 3,5 horas para o fármaco omeprazol, de 2,0 a 4,0 horas 
para o pantoprazol e de apenas 1 a 1,7 horas para o lansoprazol13. A 
biodisponibilidade varia de 40 a 90% para estas drogas. Entretanto, a ingestão de 
alimentos pode interferir na biodisponibilidade em até cerca de 50 %, desta forma, a 
recomendação é que a droga seja ingerida de 30 minutos à 1 hora antes das 
refeições 11,12.   
Na TABELA 2 são apresentados os valores de concentração plasmática 
máxima para o omeprazol, comparando-se adultos e crianças, após a ingestão de 
dose única e doses repetidas deste fármaco. Os valores são de, aproximadamente, 
0,7 e 1,5 µg mL-1 para adultos.  Desta forma, levando-se em conta que o tempo de 
concentração plasmática máxima é alcançado em torno de 1 a 4 horas para o 
fármaco omeprazol, o método bioanalítico para determinação deste medicamento 
deve abranger, para fins de monitorização terapêutica, concentrações na faixa de 




TABELA 2: Concentrações plasmáticas máximas do omeprazol comparando adultos e crianças. 




(peso médio de 72 kg; 
idade entre 23 e 29 anos) 
Criança 
(peso médio >20 kg; 
Idade entre 6-16 anos) 
Criança 
(peso médio ≤ 20 kg; 








1458 851 539 
Fonte: Adaptado de 7. 
Na FIGURA 2 é apresentada a curva farmacocinética dos enantiômeros do 
pantoprazol, sendo possível observar a concentração plasmática máxima de, 
aproximadamente, 1,75 µg mL-1 para ambos os enantiômeros após o tempo de 3 
horas da administração do medicamento. Já para o lansoprazol, o valor de 
concentração plasmática máxima de seus enantiômeros é de, aproximadamente, 
1,20 µg mL-1 22.  Novamente, como no caso do omeprazol, pode-se vislumbrar uma 
faixa de concentração plasmática para o método analítico de 0,5 a 2,0 µg mL-1, tanto 
para o lansoprazol quanto para o pantoprazol.  Ainda segundo a FIGURA 2, os 
tempos de administração/coleta de plasma referentes a estas concentrações, para o 
pantoprazol, são de aproximadamente 1,5 e 6 horas. 
 
 
FIGURA 2: Curva farmacocinética com a concentração máxima plasmática dos enantiômeros do 
pantoprazol em função do tempo de administração do medicamento. 
Fonte: Adaptado de 23. 
 
Com relação ao metabolismo dos fármacos, estes sofrem rápido metabolismo 




gerando, no caso dos analitos estudados neste projeto, de 4 a 5 metabólitos 
inativos12,15. A excreção é realizada na urina, majoritariamente, e também nas 
fezes7–9.  
1.1.2 Efeitos adversos 
 
Em geral são conhecidos poucos efeitos adversos relacionados ao uso dos 
inibidores da bomba de prótons 12. Entretanto, estudos apontam que o uso contínuo 
destes fármacos está relacionado ao aumento de fraturas ósseas por acarretar na 
má absorção de cálcio 3 e também à deficiência de vitamina B12, que pode resultar 
em demência, danos neurológicos, anemia e outras complicações que podem ser 
até mesmo irreversíveis24,25.  Além disso, outro estudo correlaciona não somente o 
aumento do risco de demência como também a ocorrência, em maior escala, da 
doença de Alzheimer em pacientes com idade acima de 75 anos que utilizam 
inibidores de bombas de prótons, quando comparados com não usuários destes 
medicamentos26. 
 
1.2 FÁRMACOS EM PLASMA HUMANO: INTERAÇÃO FÁRMACO-PROTEÍNA 
 
A análise de matrizes biológicas como, por exemplo, urina, plasma, cabelo e 
saliva, pode ser empregada para diversos fins na determinação de drogas, fármacos 
e metabólitos. Alguns exemplos são estudos como os de farmacocinética, 
toxicocinética, bioequivalência e farmacodinâmica. Além disso, também pode se 
aplicar para análises forenses, dopping esportivo, monitorização terapêutica, entre 
outros27,28.  
Uma das matrizes mais comumente analisadas para determinação de 
fármacos é o plasma humano. Esta matriz é composta por, além de água e 
eletrólitos, 7 a 8% de proteínas, sendo que a albumina é a proteína majoritária, 
configurando, aproximadamente, 55% da parte proteica. Apesar de representar 
somente 1% da composição plasmática, outra proteína importante é a alfa-1-




hormônios e metabólitos, com concentrações sujeitas a variações patológicas e 
fisiológicas1.  
Estas proteínas, albumina e alfa-1-glicoproteína, além das lipoproteínas e 
globulina, podem se ligar de forma significativa aos fármacos formando complexos 
fármaco-proteína, diminuindo a fração livre da droga no sangue. A albumina possui 
alta capacidade de ligação à, geralmente, fármacos ácidos ou neutros. Já a alfa-1-
glicoproteína possui menor capacidade de ligação e forma complexos fármaco-
proteína, preferencialmente, com fármacos básicos29,30.  
É considerado que a atividade farmacológica de uma droga está relacionada 
à fração livre desta no sangue e, com base nisso, o conhecimento da interação entre 
fármaco e proteínas permite a otimização da dosagem administrada ao paciente 31. 
A determinação de fármacos em plasma também está intimamente relacionada à 
fração não ligada a proteínas e deve-se considerar que doenças e distúrbios 
metabólicos podem mudar drasticamente a composição da matriz, interferindo nos 
resultados da análise. Como exemplo, a concentração de albumina pode diminuir 
cerca 50% do nível normal no caso de algumas doenças no fígado e no rim; 
enquanto doenças inflamatórias podem aumentar a concentração de αAGP em até 
seis vezes29,32.Também podem ocorrer variações na concentração de αAGP em um 
fator de aproximadamente 3 em pacientes saudáveis e, neste caso, estas alterações 
tem sido suprimidas com a utilização de padrão interno no procedimento analítico 29. 
O equilíbrio de ligação entre fármaco e proteína plasmática pode ser escrito 
como: 
+  ⇋           ( çã  1) 
no qual F representa o fármaco de interesse, P as proteínas presentes no 
plasma humano e FP o complexo fármaco-proteína formado. Esta interação pode 
ser de natureza iônica, hidrofóbica e polar33. 
Considerando a presença de uma grande quantidade de compostos 
endógenos e exógenos e, além disso, a interação destes com os fármacos, pode-se 
considerar que o plasma humano é uma matriz complexa e que a determinação de 





1.3 TÉCNICAS DE PREPARO DE AMOSTRA 
 
Técnicas analíticas baseadas em processos de separação como a 
cromatografia líquida (“High Performance Liquid Chromatography” – HPLC ou, 
simplesmente, LC), cromatografia gasosa (“Gas Chromatography” - GC) e 
eletroforese capilar (“Capillary Electrophoresis” - CE), são adequadas para 
determinação de uma vasta gama de compostos em matrizes de alta complexidade, 
como os fluidos biológicos. Entretanto, devido à complexidade das matrizes 
biológicas, à baixa concentração do analito e à presença de substâncias 
interferentes que são incompatíveis com as colunas cromatográficas, as amostras a 
serem analisadas requerem um pré-tratamento1,34,35. Este tratamento de amostras, 
em especial as biológicas, abrange as etapas de remoção de interferentes 
(compostos endógenos como proteínas plasmáticas ou exógenos como outros 
fármacos também administrados pelo paciente), extração e concentração dos 
analitos, e tem sido um procedimento crucial para possibilitar o desenvolvimento de 
métodos cromatográficos com sensibilidade e seletividade analítica adequados para 
determinação de drogas, fármacos e metabólitos neste tipo de matriz 2,36. 
O preparo de amostras é considerado o processo que consome mais tempo e 
que envolve outras etapas durante o processo analítico. Além disto, mais de um 
terço dos erros analíticos são considerados como provindos desta etapa, mostrando 
que esta é decisiva para a precisão e exatidão do método proposto 37,38. As técnicas 
convencionalmente empregadas em análises de rotina no tratamento de amostras 
biológicas têm sido a extração líquido-líquido (“liquid-liquid extraction” - LLE) e a 
extração em fase sólida (“solid phase extraction” - SPE) 2. 
A LLE possui como princípio a partição do analito entre dois líquidos 
imiscíveis, sendo que o rendimento da extração está relacionado com o coeficiente 
de partição entre as fases 39. Apesar das altas taxas de recuperação atingidas, 
requer um volume maior de solventes orgânicos, é de difícil automação e envolve 
mais trabalho operacional 40,41.  
Na SPE os analitos presentes na matriz aquosa são adsorvidos em materiais 
sólidos e, posteriormente, um solvente orgânico ou a própria fase móvel de LC 
podem ser utilizados para eluição. Os mecanismos de retenção são semelhantes 




classificada como de modo reverso, modo normal ou troca iônica de acordo com a 
natureza do material adsorvente. Os dispositivos mais comuns para esta técnica são 
os cartuchos e discos de extração. A vantagem da SPE é a capacidade de 
automação, grande disponibilidade de materiais adsorventes comerciais e altas 
recuperações. Por outro lado, as desvantagens são o custo dos discos e cartuchos, 
que são descartáveis, além do maior tempo de execução, uso de quantidades 
relativamente altas de solventes orgânicos para eluição e complexidade operacional 
quando realizada de forma manual 39,42.  
A tendência atual é a procura por métodos que utilizem quantidades menores 
de amostras e quantidades mínimas ou nenhuma de solventes orgânicos. Além 
disso, espera-se que proporcionem tempo de operação menor, obtenção de maior 
seletividade ou especificidade na extração, além do aumento no potencial para 
automação ou utilização de métodos “online”, no qual o preparo de amostra é 
realizado no mesmo sistema cromatográfico de análise. Tendo em vista a procura 
recorrente por estas características, têm sido desenvolvidas técnicas miniaturizadas, 
tanto em fase sólida quanto em líquida, que utilizam quantidades mínimas de 
solventes orgânicos e um menor número de etapas no processo de preparo de 
amostra, além de possuírem a possibilidade de automação do processo 1,43,44. 
Dentre as principais técnicas miniaturizadas de preparo de amostras em fase 
sólida destacam-se a microextração em fase sólida (“solid-phase microextraction” - 
SPME); a extração sortiva em barras de agitação (“stir-bar sorptive extraction” - 
SBSE) e microextração em sorvente empacotado (“microextraction phase sorbent” - 
MEPS)40,45. Já em fase líquida os destaques são a microextração líquido-líquido 
dispersiva (“dispersive liquid-liquid microextraction” – DLLME); a microextração em 
gota única (“single-drop microextraction”-SDME) e a microextração em fase líquida 
com fibra oca (“hollow-fiber liquid-phase microextraction” - HF-LPME)1,36,40. 
A necessidade de utilização de dispositivos de maior custo para a extração, 
como “holders” e microsseringas para SPME e MEPS, além de barras magnéticas 
modificadas para a SBSE, é uma das desvantagens das técnicas miniaturizadas de 
extração em fase sólida. Outras desvantagens são a fragilidade das fibras 
comerciais perante solventes orgânicos quando submetidas à análise por 
cromatografia líquida na SPME, o limitado número de fibras comerciais disponíveis 
para SPME e de revestimentos para a SBSE, o que acaba por limitar a seletividade 




Já as técnicas de microextração em fase líquida não necessitam de 
dispositivos ou utilizam os de baixo custo e de fácil acesso. Todavia, a técnica 
SDME não apresenta robustez uma vez que a gota pode ser perdida durante a 
extração e amostras biológicas podem emulsionar quantidades substanciais de 
solventes orgânicos, interferindo na estabilidade da gota em suspensão. Desta 
forma, foi introduzido um conceito alternativo para a extração em fase líquida 
baseada na utilização de fibras descartáveis de polipropileno, porém de baixo custo, 
a HF-LPME47. 
Na TABELA 3 estão apresentados alguns trabalhos com determinação dos 
fármacos deste projeto em plasma humano. É possível observar que, pelas 
vantagens descritas anteriormente, as técnicas de extração majoritariamente 
empregadas ainda são as clássicas LLE e SPE, cabendo ressaltar a escassez de 
trabalhos na literatura envolvendo técnicas de microextração para determinação 
destes analitos. Nestes trabalhos selecionados, observa-se que a técnica 
cromatográfica mais utilizada para a análise é a LC, possivelmente pelo fato de que 
as análises por GC exigem o requisito de volatilidade da amostra e estabilidade 
térmica, condições estas que, na maioria dos casos, não são atendidas quando os 
analitos são fármacos. Apesar de este requisito ser contornado pela derivatização do 
analito em uma espécie que atenda essas necessidades, há a desvantagem de 
acréscimo de uma nova etapa ao processo de análise, enquanto que a LC requer 

















TABELA 3 -Trabalhos com determinação de fármacos da classe de inibidores da bomba de prótons    
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LLE LC-UV C18 10 
55 
LOQ: limite de quantificação; HILIC-MS/MS: cromatografia líquida por interação hidrofílica acoplada à 
espectrometria de massas em tandem; LC-UV: cromatografia líquida com detecção ultravioleta; C18: 
fase reversa de octadecilsilano; LC-MS/MS: cromatografia líquida acoplada à espectrometria de 
massas em tandem; LC-MS: cromatografia líquida acoplada à espectrometria de massas; Ppt: 
precipitação de proteínas. ChiralCD-Ph:coluna com fase quiral fenil carbamato β-ciclodextrina; 
ChiralpakIC: coluna com fase quiral celulose tris(3,5- diclorofenilcarbamato). 
1.4 MICROEXTRAÇÃO EM FASE LÍQUIDA COM FIBRA OCA 
 
A HF-LPME é uma técnica relativamente recente introduzida por Pedersen–
Bjergaard e Rasmussen 56. Nesta técnica, os poros de uma membrana hidrofóbica 
(fibra oca) são impregnados com o solvente orgânico de extração e o lúmem (interior 
oco) da fibra é preenchido com a fase aceptora (FIGURA 3). Ponteiras ou 
microsseringas são conectadas às extremidades da membrana para introdução e 
retirada da fase aceptora. Isto faz com que a fase aceptora não entre em contato 
direto com a matriz aquosa (fase doadora), permitindo agitação durante a extração. 
Cada unidade de extração é utilizada uma única vez, evitando contaminação entre 
análises, fato que é conveniente pelo baixo custo do material.  
Dentre as miniaturizações da LLE a HF-LPME destaca-se, uma vez que 
combina a realização de extrações empregando membranas e a utilização de 




variam, tipicamente, de 1 a 5 mL, com comprimentos da fibra de, geralmente, 1,5 a 
10 cm, podendo, porém, ser encontrados trabalhos utilizando segmentos de até 27 
cm da fibra oca58. Estes comprimentos usualmente empregados permitem a 
imobilização de, aproximadamente, 15 a 20 µL de solvente nos poros, além do 
volume de fase aceptora no lúmen de, normalmente, 5 a 50 µL47,59. Uma vez que a 
extração ocorre em militros da fase doadora para um extrato de apenas microlitros 
da fase aceptora, isso permite a obtenção de um elevado fator de enriquecimento 
(FE) 1,47,60.  
A HF-LPME pode ser realizada de dois modos: duas ou três fases, 
dependendo das características físico-químicas do analito61. No modo de duas 
fases, o solvente hidrofóbico (fase extratora) é imobilizado nos poros da fibra oca e 
também preenche o lúmen (fase aceptora). O sistema é colocado em contato com a 
amostra aquosa (fase doadora) contendo o analito (FIGURA 3A) 62. Como o extrato 
obtido é orgânico de característica hidrofóbica, a fase aceptora pode ser analisada 
de forma direta por GC e por LC em fase normal, ou por LC em fase reversa com a 
etapa de secagem do solvente e reconstituição em fase apropriada1,57. 
 




Neste modo, para que a eficácia da extração seja maior, o analito deverá ser 
moderada ou altamente hidrofóbico (baixa polaridade)1,57. O equilíbrio estabelecido 




           A (fase doadora) ⇋ A (fase aceptora) ( çã  2) 
Na literatura encontram-se diversos trabalhos aplicando a HF-LPME no modo 
de duas fases para a determinação de fármacos e drogas de abuso em matrizes 
biológicas64–67. Um exemplo é a determinação de canabinóides em cabelo utilizando 
o sistema analítico GC-MS/MS, com o qual foi possível obter limites de quantificação 
entre 1 e 20 pg mg-1 e de detecção de 0,5 à 15 pg mg-1 64. Neste trabalho as 
amostras de cabelo de voluntários passaram por processo de descontaminação com 
éter de petróleo, diclorometano e água ultrapura e, também, de digestão com 
hidróxido de sódio 1 mol L-1. Após estas etapas, foi adicionado cloreto de sódio à 
amostra (6,8% m/v) e foi empregada a HF-LPME com segmentos de 6 cm de fibra 
de polipropileno, na configuração em “U”, com acetato de butila como solvente 
extrator e fase aceptora, sob agitação magnética por 15 minutos. 
A aplicação em LC também se mostrou eficiente no modo de duas fases, 
como no trabalho no qual foi determinado o antidepressivo mirtazapina em plasma 
humano alcançando o limite de quantificação de 6,25 ng mL-1 65. Neste trabalho, as 
amostras de plasma humano foram inicialmente diluídas em água ultrapura e 
solução de hidróxido de sódio 10 mol L-1 para volume final de 4 mL. O processo de 
extração HF-LPME foi realizado com segmentos de 7 cm da fibra de polipropileno 
com o solvente tolueno no interior e poros da fibra, e  a extração procedida com 
agitação magnética por 30 minutos. Para injeção no LC-UV, o tolueno (fase 
aceptora) foi seco e o volume reconstituído com a fase móvel cromatográfica. 
Também são encontrados na literatura trabalhos empregando a HF-LPME em 
matrizes não biológicas como, por exemplo, águas naturais. Em recente trabalho, 
Araya68 realizou a determinação de HPA (hidrocarbonetos policíclicos aromáticos) 
em amostras de água de rio utilizando a técnica no modo de duas fases com análise 
por cromatografia gasosa. Foram obtidos limites de quantificação dos dezesseis 
HPA estudados de 0,0037 a 5,747 µg L-1 com recuperações entre 60 a 100%. As 
extrações por HF-LPME foram realizadas com segmentos de 5 cm da fibra com o 
tempo de extração de 10 minutos. Os volumes da fase aceptora (tolueno) foram de 
17 µL e de 20 mL para a fase doadora, com adição do cosolvente acetona e 2,5 % 
(m/v) de NaCl.  
Com relação ao modo de extração em três fases (FIGURA 3B), a fase 




aquosa da fase doadora é ajustado de tal forma a manter o analito na forma 
molecular, permitindo que seja extraído por difusão passiva pelo solvente orgânico 
presente nos poros. Em seguida os analitos são extraídos, também por difusão 
passiva, da fase orgânica para a fase aceptora que, neste modo trifásico, é uma fase 
aquosa. Nesta fase aceptora, o pH é ajustado de forma que o analito seja convertido 
para a forma ionizada, impossibilitado-o de retornar para o solvente orgânico e 
mantendo-o na fase aceptora. O equilíbrio de extração do analito A no sistema de 
três fases pode ser definido como47:  
    A (fase doadora) ⇋ A (fase orgânica) ⇋ A (fase aquosa) ( çã  3). 
O modo de extração de três fases apresenta valores maiores de recuperação 
do que os apresentados pelo modo de duas fases.  Isso porque no modo bifásico os 
analitos são extraídos para a fase orgânica que está tanto nos poros quanto no 
lúmem da fibra, sendo que somente o volume do lúmen é que está disponível para 
análise. Por outro lado, no modo trifásico os analitos são extraídos e ficam retidos, 
por controle de pH, em uma fase aceptora aquosa presente apenas no interior da 
fibra e todo este volume está disponível para análise1,62. 
Neste modo trifásico um dos parâmetros cruciais no processo é a diferença 
de pH das fases aquosas (amostra e fase aceptora), sendo recomendado para 
analitos moderadamente hidrofóbicos com grupos ionizáveis. Pelo fato da fase 
aceptora ser aquosa, esta pode ser analisada de forma direta, após o processo de 
extração, por eletroforese capilar (CE) em meio aquoso ou LC em fase reversa 57. 
Na literatura, trabalhos empregando a técnica HF-LPME trifásica são 
encontrados tanto para LC quanto para GC 62,69–72. No primeiro, há o exemplo da 
determinação do anticoagulante varfarina em plasma utilizando detector ultravioleta, 
obtendo-se limite de detecção de 5 ng mL-1 69. Para o segundo caso, Bairros e 
colaboradores62 alcançaram limites de quantificação de 0,5 à 30 ng mL-1 e de 
detecção entre 0,1 à 2,5 ng mL-1 para determinação de benzodiazepínicos em urina 
por GC-MS, utilizando hidróxido de sódio na fase doadora, ácido clorídrico como 
fase aceptora e mistura de éter dihexílico e nonanol (9:1) como fase extratora. Estes 
e outros exemplos de trabalhos aplicando a HF-LPME nos modos de duas e três 




TABELA 4: Trabalhos aplicando a técnica HF-LPME na determinação de fármacos em matrizes 
biológicas 



























GC-MS/MS NI 0,5–15 pg mg-1 64 
Ibuprofeno, 
diclofenaco e ácido 










112 – 40 ng mL-1 
27 - 2 ng mL-1 
70 
Tramadol em 
plasma e urina 
Três 
fases 
Acetonitrila GC-MS 546 0,1 - 0,5 ng mL-1 71 
Diazepam e 
metabólito em 
















Tolueno LC-MS/MS NI 6,25 ng mL-1 65 
Antidepressivos 















11,4- 12,2 ng mL-1 
226,5- 203,4 ng mL-1 
66 
FA: fase aceptora; FE: fator de enriquecimento; NI: não informado; LOD: limite de detecção; GC-MS: 
cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de massas; LC-UV: cromatografia líquida com 
detecção na região do ultravioleta; GC-MS/MS: cromatografia gasosa acoplada à espectrometria de 
massas em tandem;LC-DAD: cromatografia líquida com detector de arranjo de diodos; LC-FLD: 
cromatografia líquida com detector por fluorescência; GC-NPD: cromatografia gasosa com detector 
de nitrogênio-fósforo;LC-MS/MS: cromatografia líquida acoplada à espectrometria de massas em 
tandem; GC-FID: cromatografia gasosa com detector por ionização em chama; GC-FPD: 
cromatografia gasosa com detector fotométrico de chama. 
As configurações mais utilizadas para a HF-LPME são a do tipo em “U” e do 
tipo “haste” (FIGURA 4).  Na configuração em “U”, ambas as extremidades da fibra 
são conectadas à microsseringas para prevenir a perda de solvente durante a 
extração (FIGURA 4A). Somente uma das microsseringas é utilizada para injeção da 
solução aceptora enquanto a etapa de coleta pode ser realizada por qualquer uma 
destas. Na configuração tipo “haste” (“rod-like”), no modo de duas ou três fases, a 
microsseringa é conectada à fibra para introdução e coleta da fase aceptora 
(FIGURA 4B), enquanto a outra extremidade da fibra deve ser selada para que a 
fase aceptora não entre em contato com a matriz aquosa. A vantagem da 
configuração em “U” é a maior área de contato entre a amostra e a fibra oca, 








FIGURA 4: Representação esquemática da configuração em “U” (a) e do tipo “haste” (b) para HF-
LPME. 
Fonte: 63.  
 
1.4.1 Parâmetros de otimização da HF-LPME 
 
Além de se considerar os coeficientes de ionização e partição dos analitos 
entre as fases aceptoras e doadoras, parâmetros importantes a serem otimizados na 
HF-LPME são a seleção do tipo e tamanho da membrana, o tempo e temperatura de 
extração, o solvente orgânico, o ajuste do pH e da força iônica na solução da fase 
doadora, a velocidade de agitação da amostra e os volumes das soluções doadora e 
aceptora 1,43,73. 
As membranas capilares utilizadas na HF-LPME são, comumente, as de 
polipropileno, por apresentarem compatibilidade com solventes orgânicos 
hidrofóbicos e disponibilidade comercial. As dimensões geralmente escolhidas são 
as de diâmetro interno de 600 µm, possibilitando a injeção do volume da fase 




mecânica e grande número de poros de 0,2 µm, representando tamanho adequado 
para imobilização do solvente orgânico, passagem dos analitos e impedimento de 
moléculas maiores, como proteínas1,47. 
Por se tratar de uma técnica de extração não exaustiva, a eficiência da 
extração do analito está relacionada ao processo de transferência de massa e 
equilíbrio de partição, no qual a distribuição do analito entre as fases permanecerá 
constante. Geralmente o tempo de extração é o necessário para atingir este 
equilíbrio (tipicamente entre 30 e 45 minutos). Entretanto, em alguns casos o tempo 
de equilíbrio pode ser excessivamente longo e extrações em condições de não 
equilíbrio, com controle do tempo e dos demais parâmetros, podem ser realizadas 
em intervalos menores como, por exemplo, 10 minutos1,47,74. 
Um parâmetro crucial é a escolha do solvente, uma vez que é a fase extratora 
em ambos os modos de extração da HF-LPME. O solvente deve satisfazer critérios 
como imiscibilidade em água e sofrer imobilização nos poros da membrana. Outras 
características como baixa volatilidade e viscosidade, e alta pureza também são 
requeridas na seleção do solvente apropriado 47,75. A maioria dos solventes 
empregados na extração trifásica também pode ser empregada para o modo 
bifásico, sendo que os mais comumente empregados são o 1-octanol e éter 
diexílico1.  
Outro parâmetro importante para a eficiência é o ajuste do pH. Conforme já 
citado na seção 1.4 (“Microextração em fase líquida com fibra oca”), em ambos os 
modos de extração HF-LPME, o pH da amostra deve ser ajustado de modo a 
prevenir a ionização do analito. Já no modo três fases, o controle de pH deve ser 
empregado também à aceptora, devendo ter um pH no qual os analitos tornam-se 
ionizados, impedindo-os de voltar, por difusão, para o solvente orgânico 43,76. 
Já a adição de sais à fase doadora pode acarretar mudanças como interação 
eletrostática com o analito, aumento da viscosidade da matriz e aumento da força 
iônica resultando na diminuição da solubilidade dos analitos neste meio. Nos dois 
primeiros casos, ocorre diminuição da eficiência da extração pelo fato de ter 
interferência na difusão do analito para a fase extratora. Entretanto, no último caso 
ocorre aumento da eficiência da extração pelo efeito chamado “salting-out”, 
particularmente em analitos mais polares. O sal mais utilizado como aditivo à fase 




A agitação da amostra faz com que o tempo para atingir o equilíbrio seja 
reduzido pelo aumento da transferência de massa da fase doadora para a aceptora 
com a aceleração do processo de difusão. Em outras técnicas a agitação pode 
acarretar a perda da fase aceptora, porém na HF-LPME esta fase está imobilizada 
nos poros da fibra, permitindo, desta forma, a aplicação de velocidades elevadas de 
agitação1,47.  
Por fim, nesta técnica é possível obter valores altos de enriquecimento, uma 
vez que a razão entre os volumes da fase doadora e aceptora é alta47. Isto faz com 
que a HF-LPME seja mais atrativa, principalmente para análise de amostras 
invasivas como o plasma humano 43. Conforme mostrado na TABELA 4, foram 
obtidos valores de FE entre 70 e 550 nos trabalhos selecionados empregando HF-
LPME para determinação de fármacos e drogas de abuso em matrizes biológicas 
70,71. 
1.5 PARÂMETROS ANALÍTICOS DE MÉRITO 
 
A validação analítica do método tem como objetivo assegurar a qualidade 
analítica, utilizando um procedimento que comprova que o método fornece 
resultados com credibilidade77. 
Segundo o US-FDA (“United States Food and Drug Administration”) os 
parâmetros prioritários que devem ser avaliados em métodos cromatográficos 
bioanalíticos envolvendo fármacos e metabólitos são os de seletividade, exatidão, 
precisão, recuperação, linearidade, curva analítica e estabilidade78.   
1.5.1 Seletividade 
 
Para o US-FDA a seletividade é definida como a habilidade de um método de 
diferenciar e quantificar um analito na presença dos outros componentes da matriz. 
Para isso recomenda-se que sejam realizadas análises de amostras branco da 
matriz biológica (sem a adição dos analitos e padrão interno) de pelo menos seis 
fontes distintas, assegurando a seletividade no limite inferior de quantificação. 




de decomposição e, além disso, outros medicamentos administrados pelo paciente. 
Cada analito do método deve ser testado para o parâmetro de seletividade 78. 
1.5.2  Precisão, exatidão, recuperação e fator de enriquecimento 
 
A precisão é descrita como o grau de proximidade de medidas individuais 
quando o procedimento é aplicado repetidas vezes em múltiplas alíquotas de um 
volume homogêneo da matriz biológica. Este parâmetro é avaliado, no mínimo, em 
três concentrações com cinco determinações cada. Os coeficientes de variação 
(CV%) aceitos são de 20% para o LOQ e de 15% para as demais concentrações 78. 
A exatidão do método bioanalítico é considerada como a proximidade do valor 
médio das medidas obtidas com relação ao valor real. Este parâmetro é determinado 
pela análise da amostra enriquecida com concentrações conhecidas do analito, em 
três concentrações com, no mínimo, cinco determinações cada. O valor médio não 
deve apresentar coeficiente de variação (CV%) maior de 15% com relação ao valor 
nominal. No caso da concentração considerada limite inferior de quantificação 
(LOQ), o coeficiente de variação não deve exceder 20% 78. 
Por fim, a recuperação é considerada como a resposta obtida da extração do 
analito adicionado à matriz biológica em uma concentração conhecida, comparada 
com a resposta do analito em solvente nesta concentração sem o processo de 
extração. A recuperação dos analitos não deve ser necessariamente de 100%, 
entretanto, deve ser precisa e exata. A avaliação também é realizada em três níveis 
de concentração (baixo, médio e alto) comparando-se com as soluções padrões dos 
analitos não extraídos 78. Em trabalhos empregando a HF-LPME, o cálculo de 







 100%            ( çã  4) 
sendo que ,  e ,  correspondem ao número de mols do analito 
presente na fase aceptora e fase doadora (amostra), respectivamente;  é o volume 
obtido de fase aceptora enquanto  é o volume volume inicial da fase doadora e, 
por fim, , corresponde à concentração dos analitos na fase aceptora e ,  




Outro parâmetro que avalia a eficiência de extração da HF-LPME é o fator de 
enriquecimento (E ou FE), o qual informa quanto os analitos foram concentrados 




                      ( çã  5) 
no qual   representa a recuperação em porcentagem,  o volume inicial da 
fase doadora e  o volume obtido da fase aceptora. 
1.5.3 Linearidade e limite de quantificação (LOQ) 
A curva analítica é a relação entre a resposta instrumental e a concentração 
do analito, sendo que deve ser contínua e reprodutível. Segundo o US-FDA, a curva 
analítica deve ser gerada para cada analito e deve ser preparada na matriz biológica 
de análise com a adição dos analitos e padrão interno em concentrações 
conhecidas. O modelo de regressão a ser utilizado para relação entre resposta e 
concentração deve ser o mais simples e a aplicação de regressões mais complexas 
devem ser justificadas. 
 As concentrações devem ser escolhidas com base no intervalo esperado no 
estudo e as amostras devem consistir em: 
 amostra branco: matriz após processo de extração sem adição dos 
analitos e padrão interno; 
 amostra zero: matriz após processo de extração com a adição apenas 
do padrão interno; 
 demais amostras: de seis a oito amostras da matriz após processo de 
extração com adição dos analitos e padrão interno em diferentes 
concentrações, incluindo o LOQ. 
Pelo menos seis níveis de concentração, incluindo o LOQ e o nível de 
concentração mais alto da curva, devem atender aos requisitos de desvios inferiores 
a 20 e 15%, respectivamente. Além disso, avaliação deste parâmeto deve incluir, no 




menos, quatro concentrações (incluindo LOQ e níveis baixo, médio e alto) 
analisados em duplicata cada.  
De acordo com o US-FDA, o nível mais baixo de concentração da curva pode 
ser considerado como limite de quantificação quando a resposta do analito nesta 
concentração atender as seguintes condições: 
 ser, no mínimo, cinco vezes a resposta da amostra branco; e 
 ser identificável e reprodutível, apresentando precisão e exatidão com 
variações que não excedam 20%. 
No protocolo divulgado pela ANVISA 79 (Agência Nacional de Vigilância 




                 ( çã  6) 
no qual  é o desvio padrão do intercepto com o eixo Y de pelo menos três 
curvas e  é a inclinação da curva. 
1.5.4 Estabilidade 
 
A estabilidade química do analito na matriz biológica pode ser avaliada, de 
acordo com o US-FDA 78, nos seguintes estudos:  
 após ciclos de congelamento e descongelamento; 
 curta duração; 
 longa duração; 
 pós processamento 
 solução estoque. 
O estudo da estabilidade após ciclos de congelamento e descongelamento 
deve ser realizado após, no mínimo, três ciclos. Pelo menos três alíquotas de cada 
nível de concentração (baixo e alto) avaliado deve ser congelado e armazenado por 
24 horas e descongelado a temperatura ambiente. Após o descongelamento 




nas mesmas condições. Este ciclo é realizado três vezes, com a análise das 
amostras após o terceiro ciclo. Quando o analito apresentar instabilidade nessas 
condições, as amostras deverão ser armazenas sob temperatura de -70 ºC e o 
estudo realizado novamente com os três ciclos de congelamento e 
descongelamento. 
Também são utilizadas três alíquotas dos níveis alto e baixo de concentração 
para a avaliação da estabilidade de curta duração. Neste caso, as amostras são 
descongeladas e mantidas a temperatura ambiente no período de 4 a 24 horas, de 
acordo com o tempo que será necessário no método de processamento da amostra 
no laboratório para a análise. 
No caso da estabilidade de longa duração o tempo de armazenamento da 
amostra deve exceder o intervalo de tempo entre a coleta da primeira amostra e 
análise da última. São utilizadas também três alíquotas das concentrações dos 
níveis baixos e altos, com volume armazenado suficiente para três análises. 
Por fim, o US-FDA também recomenda que sejam realizados os estudos de 
estabilidade da amostra após processamento, incluindo o intervalo de tempo no qual 
a amostra está no injetor automático do equipamento, e a estabilidade da solução 
padrão dos analitos. 
1.5.5 Efeito de matriz 
 
O parâmetro do efeito de matriz é contemplado pela ANVISA 80 na RDC nº 27 
de 17 de maio de 2012, sendo definido como o efeito na resposta do analito ou 
padrão interno causado por compostos interferentes presentes na matriz.  Esta 
interferência pode ocasionar mudanças na resposta analítica como diminuição ou 
aumento do sinal 81. Na seção 1.2 (“Fármacos em plasma humano: interações 
fármaco-proteína”) foi apresentada de forma contextualizada as possíveis 
interferências provenientes especialmente dos compostos endógenos do plasma 
humano na determinação de fármacos nesta matriz. 
A avaliação deste parâmetro é realizada com a análise de amostras branco 
da matriz biológica (sem a presença de analitos e padrão interno) e, posteriormente, 




analisada é o plasma, a ANVISA recomenda que sejam analisadas oito amostras, 
sendo quatro normais, duas hemolisadas e duas lipêmicas.  
 
1.6 JUSTIFICATIVA  
 
Com os recentes estudos relacionando o uso crônico dos fármacos inibidores 
da bomba de prótons com, por exemplo, deficiência de absorção de vitaminas e 
ocorrência em maior escala da doença de Alzheimer, a aplicação da técnica HF-
LPME neste estudo pode ser uma valiosa ferramenta para obtenção de informações 
no âmbito da farmacocinética e monitorização terapêutica. Além disso, a técnica 
empregada utiliza menores quantidades de solvente orgânico, indo ao encontro da 
tendência atual da aplicação dos conceitos de Química Verde, ao contrário dos 
trabalhos encontrados na literatura, com foco nesta classe de fármacos, que ainda 
utilizam majoritariamente técnicas clássicas de extração. Por fim, pode-se também 
ressaltar a escassez de trabalhos que realizam a determinação destes fármacos 
aplicando técnicas miniaturizadas e/ou de forma simultânea, destacando a 






2.1 OBJETIVO GERAL 
 
Avaliar o potencial da técnica de microextração em fase líquida com fibra oca 
(HF-LPME) para desenvolvimento de um método para determinação simultânea dos 
fármacos omeprazol, lansoprazol e pantoprazol em plasma humano com análise por 
cromatografia líquida de alta eficiência e detecção espectrofotomética por arranjo de 
diodos (LC-DAD). 
2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
Os objetivos específicos do trabalho são: 
a) Desenvolver o método cromatográfico (LC-DAD) para a determinação dos 
fármacos omeprazol, pantoprazol e lansoprazol; 
b) Otimizar os parâmetros para extração por HF-LPME; 
c) Avaliar os principais parâmetros analíticos de mérito do método 
padronizado (HF-LPME/LC-DAD) em amostras de plasma humano; 
d) Aplicar o método padronizado em amostras de plasma de pacientes em 















3 MATERIAIS E MÉTODOS 
 
3.1 PADRÕES ANALÍTICOS E REAGENTES 
 
Os padrões de alta pureza (> 98%) dos fármacos avaliados – omeprazol (OME), 
pantoprazol (PAN) e lansoprazol (LANSO) – foram adquiridos da Sigma-Aldrich® 
(São Paulo, Brasil). As soluções padrão diluídas foram preparadas considerando o 
intervalo terapêutico a partir de suas respectivas soluções estoques de 1 mg mL-1 
em metanol da Sigma-Aldrich® (São Paulo, Brasil) grau HPLC.  
Os padrões dos fármacos sulfanilamida, sulfametazina sódica, 
sulfametoxipiridazina, sulfatiazol, sulfadiazina e sulfametoxazol (Sigma-Aldrich®- São 
Paulo, Brasil) foram cedidos pelo Prof. Dr. Patricio Guillermo Peralta-Zamora, do 
DQui-UFPR. Foram preparadas soluções estoque em metanol na concentração de 
400 µg mL-1. 
Os reagentes de grau PA utilizados para o preparo das soluções tampão fosfato 
nos valores de pH de 3,0; 5,0; 6,0 e 7,0 foram hidrogenofosfato de potássio (J.T. 
Baker®- Philisburg, EUA) e dihidrogenofosfato de potássio (Vetec® - Rio de Janeiro, 
Brasil). O preparo da solução tampão fosfato pH 5 na concentração de 0,010 mol L -1 
(constituinte da fase móvel cromatográfica e da fase doadora do processo de 
extração) foi realizado pela adição de 1,350 g de dihidrogenofosfato de potássio  e 
0,010 g hidrogenofosfato de potássio em água ultrapura com ajuste de pH com 
soluções diluídas de hidróxido de sódio (Proquímios® - Rio de Janeiro, Brasil)  e 
volume completado para 1 litro. Para as soluções tampão borato na concentração de 
0,010 mol L-1 com volume de 500 mL nos valores de pH 9,0 e 10,0 foram 
adicionados 0,309 g de  ácido bórico (Isofar® - Rio de Janeiro, Brasil) em água 
ultrapura com ajuste de pH com soluções diluídas de ácido clorídrico PA Dinâmica® 
(São Paulo, Brasil). O solvente utilizado na separação cromatográfica foi acetonitrila 
grau HPLC da J.T.Baker® (Philisburg, EUA). Além disto, para extração foram 
utilizados 1-octanol, hexano e tolueno da Sigma-Aldrich® (São Paulo, Brasil) além de 
acetato de butila e diclorometano. A água ultrapura (resistividade 18,2 MΩ cm a 25 





O plasma sintético foi constituído pelos reagentes de grau PA cloreto de sódio 
(F.Maia® - São Paulo, Brasil), cloretos de potássio e de cálcio (Vetec® - Rio de 
Janeiro, Brasil), cloreto de magnésio (Biotec® - Pinhais, Brasil), ureia e glicose 
(Reagen® - Rio de Janeiro, Brasil)82. 
3.2 AMOSTRAS DE PLASMA 
 
Na fase inicial de testes foi utilizado plasma sintético como matriz de estudo para 
verificar a eficiência da etapa de HF-LPME e suas variáveis de otimização. O plasma 
sintético foi armazenamento a 4°C e utilizado no prazo de duas semanas, conforme 
descrito na literatura82. Após a etapa de otimização do método HF-LPME/LC-DAD, 
foi realizada a avaliação de parâmetros analíticos de mérito utilizando plasma 
humano cedido pela Unidade do Laboratório de Análises Clínicas (ULAC) do 
Hospital de Clínicas da UFPR. As amostras de plasma de pacientes em terapia com 
os fármacos foram coletadas também por intermédio da ULAC, com participação de 
voluntários.  
O termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) e a aprovação do Comitê 
de Ética em pesquisa em seres humanos do HC-UFPR (CAAE 
59980216.0.0000.0096) são apresentados nos Anexos A e B, respectivamente. 
3.3 DISPOSITIVO E PROCESSO DE EXTRAÇÃO 
 
Para o processo de extração foram avaliadas fibras ocas hidrofóbicas de 
polipropileno (Q3/2 Accurel) com diâmetro interno de 600 µm, espessura da parede 
de 200 µm e tamanho de poros de 0,2 µm, adquiridas pelo fornecedor Membrana® 
(Wuppertal, Alemanha), conforme visualizado nas micrografias A e B da FIGURA 5. 
As fibras foram mantidas em acetona em banho ultrassônico (Unique® modelo USC-
1880) durante 5 minutos para limpeza e, após secagem ao ar, cortadas no 





FIGURA 5: Micrografias de microscopia eletrônica de varredura (MEV) da fibra oca de polipropileno 
utilizada neste projeto com aumento de 55 vezes (A) e de 350 vezes (B). 
Fonte: Autoria própria. 
 
O processo de extração para otimização, realizado sob agitação (agitador 
magnético Biomixer® modelo 78HW-1), foi conduzido em vials de 10 mL contendo 
quantidades iguais de plasma sintético e de solução tampão pH 5 para composição 
da fase doadora (amostra), conforme mostrado na FIGURA 6. Houve a etapa de 
secagem do metanol no qual estes fármacos estavam diluídos para que não 
ocorresse interferência do solvente na extração.  
Já a avaliação dos parâmetros analíticos de mérito foi realizada em unidades de 
extração semelhantes à mostrada na FIGURA 6, entretanto, com utilização de vials 
de 5 mL. Neste caso, a fase doadora foi composta por 1 mL de plasma humano e, 
também, de metanol para supressão da ligação fármaco-proteína, completando-se o 






FIGURA 6: Unidade de extração utilizada para otimização dos parâmetros da HF-LPME. 
Fonte: Autoria própria. 
  
 
Em ambos os processos de extração, cada unidade da fibra foi mergulhada no 
solvente orgânico 1-octanol durante 10 segundos para impregnação dos poros com 
a fase orgânica extratora e, para retirada do excesso de solvente, mantida em água 
ultrapura em banho ultrassônico durante 20 segundos, conforme descrito na 
literatura83. Devido ao comprimento selecionado, foi possível injetar 25 µL de fase 
aceptora no interior da fibra. Por fim, a fibra foi mergulhada na fase doadora 
(amostra) sob agitação magnética constante durante o tempo de extração. Soluções 
dos analitos e do padrão interno foram adicionados para obtenção da concentração 
de 2 µg mL-1 e 0,2 µg mL-1, respectivamente. Cada unidade de fibra foi descartada 
após o uso e as seringas foram lavadas 10 vezes com acetona e a fase aceptora, 




Após o processo de extração no modo três fases para otimização da HF-LPME, 
10 µL do extrato da fase aceptora foi transferida, com auxílio de uma das seringas 
de LC utilizadas, para um vial. Por fim, completou-se o volume final de 200 µL com 
fase móvel para posterior injeção no sistema cromatográfico. Já para avaliação dos 
parâmetros de mérito o volume de fase aceptora foi de 15 µL, o qual foi transferido 
para um insert com volume final de 100 µL, também completado com a fase móvel. 
O processo realizado para o procedimento de extração é mostrado no 
fluxograma da FIGURA 7. 
3.4 OTIMIZAÇÃO HF-LPME 
 
A etapa de otimização dos parâmetros da HF-LPME consistiu na avaliação 
univariada dos seguintes parâmetros:  
 solvente orgânico: 1-octanol, hexano, tolueno, acetato de butila e 
diclorometano; 
 tempo de extração:  10, 15, 30 e 45 minutos; 
 velocidade de agitação: baixa (750 rpm), intermediária (1000 rpm) e alta 
(1250 rpm); 
 modo de agitação: agitação magnética e vórtex; 
 ajuste do pH das fases doadora e aceptora: soluções tampão fosfato e borato 
com valor de pH de 3,0; 5,0; 6,0; 7,0; 9,0 e 10,0; 





FIGURA 7: Fluxograma da etapa de condicionamento da fibra e processo de extração HF-LPME para 
análise por LC-DAD. 




3.5 CONDIÇÕES CROMATOGRÁFICAS E INSTRUMENTAÇÃO 
 
Foram avaliadas diferentes composições da fase móvel para obtenção de 
resolução cromatográfica satisfatória em menor tempo de análise. Variou-se a 
composição de acetonitrila, água ultrapura, tampão fosfato com diferentes valores de 
pH (3,0; 5,0; 6,0 e 7,0) e tampão borato pH 9, na concentração de 0,010 mol L-1, 
além da adição de trietilamina na concentração de 0,1% (v/v) conforme mostrado na 
TABELA 5. Nas composições avaliadas, foram utilizadas soluções de cada 
analito,em metanol, na concentração de 1,00 µg mL-1.  
TABELA 5: Composições avaliadas (v/v) para a fase móvel do método cromatográfico. 
Fase ACN H2O 
Tampão 0,010 mol L-1 
Trietilamina 
pH 3,0 pH 5,0 pH 6,0 pH 7,0 pH 9,0 
1 50% 50% - - - - - - 
2 60% 40% - - - - - - 
3 50% - 50% - - - - - 
4 35% - 65% - - - - - 
5 40% - - 60% - - - - 
6 50% - - - 50% - - - 
7 45% - - - 55% - - - 
8 40% - - - 60% - - - 
9 35% - - - 65% - - - 
10 40% - - - - 60% - - 
11 50% - - - - - 50% - 
12 35% - - - - - 65% - 
13 40% - - 60% - - - 0,1% 
14 40% - - - 60% - - 0,1% 
15 40% - - - - 60% - 0,1% 
16a 40% - - 60% - - - - 
17a 40% - - 60% - - - 0,1% 
aAnalitos diluídos na respectiva fase móvel para injeção cromatográfica. 
Para escolha do padrão interno, foram avaliados fármacos da classe dos 
antibióticos sulfenamidas: sulfanilamida, sulfametazina sódica, sulfametoxipiridazina, 
sulfatiazol, sulfadiazina e sulfametoxazol, sendo selecionado o fármaco 





FIGURA 8: Estrutura molecular do padrão interno sulfametoxazol. 
A fase móvel foi filtrada e desgaseificada antes da utilização no sistema 
cromatográfico. Para filtração da acetonitrila utilizou-se membrana de PTFE 
(politetrafluoretileno) modificado (0,45 µm, 47 mm Millipore®) e para a solução 
tampão foi utilizada a membrana nitrato de celulose (0,45 µm, 47 mm Sartorius®). O 
processo de retirada de gases foi realizado em banho ultrassônico durante 30 
minutos. 
As análises cromatográficas foram realizadas em cromatógrafo a líquido Agilent 
Technologies®, modelo 1260 Infinity, equipado com injetor automático (G1329B – 
1260 ALS) e detector de arranjo de diodos (G1315C-1260 DAD VL+). Os fármacos 
foram separados em coluna de octadecilsilano (C18 microsorb MV100-5, 250 x 4,6 
mm, 5 µm) com controle de temperatura em 30ºC, pré-coluna de fase estacionária 
similar, eluição isocrática e vazão de 1 mL min-1, nos comprimentos de 302 e 285 
nm. As amostras foram diluídas na respectiva fase móvel, com injeção de 50 µL. 
 
3.6 AVALIAÇÃO DE PARÂMETROS ANALÍTICOS DE MÉRITO 
 
Os parâmetros analíticos de mérito foram avaliados empregando as 
condições de extração HF-LPME selecionadas na etapa de otimização, baseando-se 
nos critérios estabelecidos pelo US-FDA para métodos bioanalíticos (Seção 1.5 – 
“Parâmetros analíticos de mérito”) 78. Além desses, também foi avaliado o parâmetro 
de efeito de matriz no processo de extração, uma vez que a matriz analisada possui 





3.6.1 Efeito de matriz 
 
Iniciou-se a avaliação de parâmetros analíticos de mérito com a verificação do 
efeito de matriz, comparando-se a eficiência de extração nas matrizes água 
ultrapura, plasma sintético e plasma humano. Neste último, foi verificada a 
interferência na extração devido à interação dos analitos com as proteínas do 
plasma humano. Desta forma, foram testados os tratamentos de filtração com filtros 
seringas “holders” de policarbonato de 13 mm com membrana de nitrato de celulose 
com 0,45 µm de poros. Além disso, também foram testados os tratamentos de 
precipitação das proteínas com metanol em dois métodos distintos e adição de 
metanol à amostra em diferentes proporções sem que ocorresse precipitação 
(FIGURA 9). 
 
FIGURA 9: Fluxograma dos testes realizados para avaliação do efeito matriz nas matrizes água 
ultrapura, plasma sintético e plasma humano. 
 
No primeiro método de precipitação de proteínas (Método A84) a mistura de 
plasma humano e metanol, na proporção de 1,5:1 v/v, foi agitada em vórtex por 10 
minutos e deixada, na sequência, em banho de gelo por 10 minutos. Este também 
foi o período de tempo no qual a mistura foi mantida à temperatura ambiente 
posteriormente e, também, sob centrifugação. O volume de 1 mL do sobrenadante 




Modificando-se a proporção de plasma humano e metanol para 1:3 v/v, o 
segundo método (Método B85) empregou também agitação em vórtex e 
centrifugação, desta vez por 15 e 20 minutos, respectivamente. Porém, neste 
método, o solvente no sobrenadante foi seco, permanecendo somente a fração 
aquosa do plasma, da qual 1 mL foi empregado para extração. 
Baseando-se na literatura33, fez-se a avaliação da adição de metanol à 
amostra para reverter ligações fármaco-proteína o que, a princípio, liberaria 
considerável fração dos fármacos para o processo de extração. As proporções 




Avaliou-se a seletividade do método cromatográfico e também do processo de 
extração. Para o primeiro, foram injetadas, nas condições cromatográficas 
otimizadas, soluções de fármacos e compostos de uso comum que poderiam ser 
administrados pelos pacientes concomitantemente com os analitos atuando, desta 
forma, como interferentes no método proposto. Os compostos avaliados foram 
cafeína, zidovudina (antirretroviral), hidroclorotiazida (diurético), diazepam 
(benzodiazepínico), cloranfenicol e amoxicilina (antibióticos), carbamazepina 
(antiepilético), diclofenaco (antiinflamatório) e os fármacos ácido acetilsalicílico, 
paracetamol e ibuprofeno (analgésicos). Após a injeção, os compostos que 
apresentaram tempo de retenção próximo aos dos analitos e padrão interno 
passaram pelo processo de extração por HF-LPME, avaliando-se a seletividade do 
processo de extração. 
Além disso, amostras de plasma humano branco de referência (sem 
enriquecimento com os fármacos deste trabalho) foram submetidas ao processo de 
extração, de modo a avaliar a extração de compostos endógenos da matriz que 






3.6.3 Estabilidade dos analitos em solução metanólica 
 
Verificou-se a estabilidade da solução de trabalho contendo os analitos 
omeprazol, pantoprazol e lansoprazol, em metanol, na concentração de 10 µg mL-1, 
armazenada na temperatura de -18ºC. Para isso, foram realizadas injeções 
cromatográficas, por um período de 12 meses, da solução diluída em fase móvel 
para a concentração final de 500 ng mL-1. 
3.6.4 Linearidade e limite de quantificação (LOQ) 
 
Os parâmetros de linearidade e limite quantificação foram avaliados utilizando 
curvas analíticas após o processo de extração. A curva analítica instrumental foi 
construída pela injeção direta dos analitos nas concentrações de 50; 100; 200; 400; 
600; 800; 1000; 1200; 1400; 1600; 1800 e 2000 ng mL-1 e padrão interno na 
concentração fixa de 200 ng mL-1, diluídos na fase móvel. 
Para avaliação do processo de extração, foram analisadas curvas analíticas, 
em quadruplicata, com 7 níveis de concentração (200; 500; 750; 1000; 1500; 1750 e 
2000 ng mL-1). Os níveis de concentração da curva analítica foram preparados pela 
fortificação do plasma humano com os analitos e padrão interno (200 ng mL-1), 
seguido pelo processo de extração pela HF-LPME com as condições selecionadas 
e, por fim, a análise por LC-DAD.  
Com base nessas curvas após extração foi possível obter o limite de 
quantificação, baseando-se nos requisitos exigidos pelo US-FDA, conforme descrito 
na seção 1.5 (“Parâmetros analíticos de mérito”). 
3.6.5  Precisão, exatidão, recuperação e fator de enriquecimento 
 
Neste trabalho, realizou-se a avaliação da precisão em termos de 
repetibilidade e precisão intermediária (intradia e interdia) das amostras de plasma 
humano enriquecidas com os analitos. Foram utilizadas três diferentes 
concentrações correspondendo aos limites inferiores e superiores de quantificação, 




intermediária. Para a repetibilidade, foram avaliados os níveis de concentração de 
300; 900 e 1200 ng mL-1. 
Cada nível de concentração foi analisado em triplicata, tendo como critério 
que os coeficientes de variação (CV %) não poderiam exceder 15% ou 20% no caso 
do limite inferior de quantificação, tanto para as extrações realizadas no mesmo dia, 
quanto em dias diferentes.  
Com relação à exatidão, esta foi avaliada nos mesmos níveis de 
concentração avaliados na precisão intra e interdia, sendo expressa pela razão do 
valor médio de concentração obtido pela concentração teórica. 
Por fim, a recuperação foi avaliada nos níveis de concentração da precisão 
intermediária, conforme Equação 4 da seção 1.5 (“Parâmetros analíticos de mérito”), 
possibilitando o cálculo do fator de enriquecimento, conforme Equação 5. 
3.7 APLICAÇÃO DO MÉTODO HF-LPME/LC-DAD EM AMOSTRAS DE 
PACIENTES  
 
O método desenvolvido neste trabalho foi aplicado em amostras de plasma de 
pacientes voluntários em terapia com os fármacos omeprazol, pantoprazol e 
lansoprazol. As análises foram realizadas no período de um a dois dias após o 
processamento das amostras, sendo que estas foram coletadas entre 1 e 6 horas 
após a ingestão do medicamento pelo paciente. As coletas foram realizadas pela 
ULAC (Unidade do Laboratório de Análises Clínicas) do Hospital de Clínicas da 
UFPR.  
O modelo do termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) que foi 
assinado pelos voluntários e a declaração do Comitê de Ética em Pesquisa em 
Seres Humanos do HC-UFPR com a aprovação do projeto (CAAE 





4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
4.1 CONDIÇÕES CROMATOGRÁFICAS 
 
Conforme citado na seção 3.4, foram testadas diferentes composições da 
fase móvel para obtenção de resolução cromatográfica satisfatória em menor tempo 
de análise. Verificou-se a necessidade de utilização de solução tampão para a 
composição da fase móvel uma vez que os analitos possuem grupos ionizáveis. 
Quando avaliadas as composições de acetonitrila com tampão fosfato pH 3 e 
tampão borato pH 9, ambos na concentração 0,010 mol L-1, os analitos 
apresentaram tempos de retenção bastante próximos ao volume morto da coluna e 
entre si, evidenciando baixa seletividade no processo de separação. De acordo com 
os sítios de protonação e desprotonação dos analitos, pode-se considerar que, em 
pH 3, estão majoritariamente na forma catiônica enquanto que, em pH 9, estão 
predominantemente na forma aniônica e, desta forma, são fracamente retidos pela 
coluna cromatográfica no modo de fase reversa. 
Portanto, baseando-se nos valores de pKa dos fármacos (TABELA 1 – seção 
1.1), consideramos que em pH entre 5 e 7 a fração predominante é a da espécie 
molecular e, por isso, testaram-se composições de fase móvel com soluções tampão 
nos valores de pH 5, 6 e 7.  
Dentre estas, a fase móvel constituída por tampão fosfato pH 5, 0,010 mol L-1, 
apresentou melhor resolução, contudo, havia a presença de caudas (“fronting”) nos 
picos cromatográficos, em especial para o pantoprazol e lansoprazol, os quais 
possuem maior interação com a fase estacionária (FIGURA 10- cromatograma A).  
Conhecendo-se que analitos são bases fracas, foi avaliada a adição de 
trietilamina à fase móvel para corrigir a assimetria dos picos, entretanto, não houve 
mudança significativa. Desta forma, avaliou-se a interferência do metanol, solvente 
no qual os analitos estavam diluídos. Por ser um solvente com maior força de 
eluição que a fase móvel, o metanol proveniente do volume de injeção acarretava na 
distorção dos picos dos analitos (FIGURA 10- cromatograma A). Com a dissolução 
da amostra na própria fase móvel, após secagem do metanol, foi possível obter 





Desta forma, a fase móvel selecionada foi tampão fosfato 0,010 mol L-1 pH 5 e 
acetonitrila (60:40 v/v), com vazão de 1 mL min-1 no modo isocrático, diluindo a 
amostra nesta fase. 
 
FIGURA 10: Cromatogramas dos analitos omeprazol (OME), pantoprazol (PAN) e lansoprazol 
(LANSO), respectivamente, na concentração de 500 ng mL-1 diluídos em metanol (A) e na fase móvel 
após secagem do metanol (B). Condições: fase móvel tampão fosfato 0,010 mol L-1 pH 5 e acetonitrila 
(60:40 v/v) com vazão de 1 mL min-1 no modo isocrático, comprimento de onda de 285 nm e 
temperatura da coluna de 30 ºC. 
 
Com relação ao sistema de detecção, foram avaliados quatro comprimentos 
de onda distintos: 270, 285, 294 e 302 nm, que são valores comumente empregados 
nas detecções espectrofotométricas dos fármacos em questão4,86–88. Na FIGURA 11 
são apresentados os cromatogramas sobrepostos do padrão interno e dos analitos 
nestes comprimentos de onda.  
 
 
FIGURA 11: Cromatogramas 
analitos omeprazol (OME), pantoprazol (PAN) e lansoprazol (LAN
concentração de 500 ng mL-
fase móvel tampão fosfato 0,010 mol L
modo isocrático e temperatura da coluna de 30 ºC.
 
É possível observar que, dentre estes, os analitos pantoprazol e lansoprazol 
apresentaram maior absorção para o comprimento de 285 nm, sendo também 
bastante significativa a absorção neste comprimento de onda para o padrão interno. 
Todavia, para o omeprazol
Desta forma, para a etapa de otimização dos parâmetros HF
fármacos foram avaliados no comprimento de onda de 285 nm. Já para a fase de 
avaliação de parâmetros de mérito e aplicação em amostras rea
os comprimentos de onda 285 (PAN, LANSO e PI) e 302 nm (OME) a fim de se 
obter maiores intensidades de pico para todos os analitos na etapa de quantificação.
4.2 OTIMIZAÇÃO DOS 
 
A otimização dos parâmetros de extração 
utilizando a técnica HF-LPME foi realiz
compreensão da influência de cada parâmetro separadamente na eficiência do 
processo de extração.  
sobrepostos do padrão interno (PI), na concentração de 200 ngmL
SO), respectivamente, na 
1, nos comprimentos de onda de 302, 294, 285 e 270 nm. Condições: 
-1 pH 5 e acetonitrila (60:40 v/v) com fluxo de 1 mL min
 
 o comprimento de onda máximo foi em 302 nm. 
PARÂMETROS DA HF-LPME 
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Foram fixadas, inicialmente, as condições de comprimento de 8 cm de fibra, o 
qual corresponde ao volume máximo de fase aceptora de 25 µL, temperatura 
ambiente, agitação magnética com velocidade baixa, tempo de 30 minutos e volume 
de amostra de 10 mL, com configuração “U” no modo de 3 fases. A escolha do modo 
3 fases foi baseada na compatibilidade com cromatografia líquida, uma vez que a 
fase aceptora é aquosa e pode ser diretamente injetada no sistema cromatográfico 
em questão. No caso do modo 2 fases, a fase aceptora é o mesmo solvente 
orgânico impregnado nos poros, acarretando na etapa de secagem deste e 
consequente redissolução em fase aquosa para possibilitar a injeção no caso da 
cromatografia líquida.  
4.2.1 Solvente orgânico 
 
Com base em trabalhos da literatura 47,64,67,89 empregando HF-LPME, foram 
selecionados 5 solventes orgânicos: hexano, tolueno, acetato de butila, 
diclorometano e 1-octanol por apresentarem diferentes características de polaridade. 
Inicialmente foi realizado o teste, em triplicata, de cada solvente preenchendo o 
lúmen e os poros da fibra hidrofóbica, em uma amostra contendo somente água 
ultrapura durante 30 minutos. Isto permitiu verificar possíveis perdas do solvente 
durante o processo de extração, impedindo a utilização como fase orgânica 
extratora. 
O uso de hexano, mesmo apresentando baixa solubilidade em água (0,014 
g/100 g a 15°C) 90, acarretou em perda do solvente para o meio aquoso, o que 
impediu a impregnação dos poros e a recuperação do volume injetado no lúmen da 
fibra. Nos testes dos solventes tolueno e diclorometano também não houve 
recuperação do volume injetado, desta vez pelo fato de apresentarem alta 
volatilidade, acarretando em perda do solvente, tanto nos poros quanto no lúmen e, 
consequentemente, na mistura das fases doadora e aceptora. Por fim, os solventes 
1-octanol e acetato de butila apresentaram os critérios de hidrofobicidade e 
volatilidade satisfatórios, sendo possível, nos dois casos, a coleta de volume 
significativo e reprodutível da fase aceptora. Por estes motivos, foram selecionados 
como opções de fase extratora nas etapas seguintes do processo com a HF-LPME. 
 
Avaliando a eficácia, em triplicata, destes solventes no processo de extração 
foi possível observar que o solvente 1
extraiu de forma satisfatória os analitos e o padrão interno (
ser atribuído ao fato de que o 
quando em ambiente alcalino
ácido. O álcool formado
carbonos, tendo caráter mais polar, decrescendo a afinidade com os fármacos não 
ionizados presentes na amostra.  Enquanto
possui caráter pouco polar, apesar de ser 
maior, com oito carbonos.
FIGURA 12: Cromatograma de extração do padrão interno (PI) e analitos omeprazol (OME), 
pantoprazol (PAN) e lansoprazol (LANSO) utilizando os solventes 1
Condições cromatográficas: fas
com vazão de 1 mL min-1 no modo isocrático e temperatura da coluna de 30 ºC. Condições da HF
LPME: fase doadora composta por tampão fosfato pH 5 0,010 mol L
analitos e padrão interno nas concentrações de 2 µg mL
aceptora tampão borato 0,010 mol L
sem adição de sal. 
4.2.2 Avaliação do pH das fases doadora e acept
 
É de extrema importância o valor de pH de cada fase do processo de 
extração por HF-LPME, conforme discutido na seção 1.4
-octanol, ao contrário do acetato de butila, 
FIGURA 
solvente acetato de butila é um éster e sofre hidrólise 
 (pH da fase aceptora), formando álcool e um sal de 
, butanol, possui cadeia carbônica com apenas 
 isso, o 1-octanol não sofre esta reação e 
um álcool, por ter uma cadeia carbônica 
 
-octanol e acetato de butila.
e móvel tampão fosfato 0,010 mol L-1pH 5 e acetonitrila (60:40 v/v) 
-1 e plasma sintético 1:1 (v/v) 
-1 e 0,2 µg mL-1
-1 pH 10, velocidade de baixa de agitação, solvente 1
ora 
.1 (“Parâmetros de 
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otimização da HF-LPME”). Isso ocorre pelo fato de ser necessário o controle de pH 
para que o analito na amostra esteja na forma neutra, tendo afinidade pela fase 
orgânica imobilizada nos poros, realizando a extração destes. Na fase aceptora 
aquosa, presente no lúmen, o pH é controlado de forma que os analitos tornem-se 
ionizados e, consequentemente, impossibilitados de retornar para o solvente 
orgânico.  
Na TABELA 6 é apresentado um resumo das formas predominantes dos 
analitos (bases fracas com valores de pKa de aproximadamente 4 e 9) e padrão 
interno (ácido fraco com valores de pKa próximos à 2 e 6) em diferentes valores de 
pH. 
TABELA 6: Espécie predominante dos analitos e do padrão interno em cada valor de pH. 
 Forma predominante 
pH Analitos Padrão interno 
1 Catiônica Catiônica 
3 Catiônica Neutra 
5 Neutra Neutra 
6 Neutra Neutra 
7 Neutra Neutra 
9 Aniônica Aniônica 
10 Aniônica Aniônica 
 
Na faixa de pH entre 5 e 7 os analitos e padrão interno estão, 
predominantemente, na forma molecular atendendo ao requisito de pH adequado 
para a fase doadora. Já para a fase aceptora, somente os valores de pH básico 
permitem que os fármacos estejam ionizados sem que ocorra degradação. Desta 
forma, foram avaliados os valores de pH levemente ácido à neutro (pH 5; 6 e 7) para 
a fase doadora, e os valores de pH básico (pH 9 e 10) para a fase aceptora. Para 
isso foram utilizadas soluções tampão fosfato e borato, respectivamente, na 
concentração de 0,010 mol L-1, utilizando o solvente 1-octanol como fase orgânica 






FIGURA 13: Gráfico da área de pico média (n=4) dos analitos omeprazol (OME), pantoprazol (PAN) e 
lansoprazol (LANSO) para otimização do pH das fase doadora (pH 5; 6 e 7) e aceptora (pH 9 e 10). 
Condições da HF-LPME: fases doadora e aceptora compostas por tampão 0,010 mol L-1 no 
respectivo valor de pH, analitos na concentração de 2 µg mL-1, tempo de extração de 30 minutos, 
velocidade baixa de agitação, solvente 1-octanol e sem adição de sal. 
 
É possível observar que, a respeito da fase aceptora, maior eficiência de 
extração, em termos de área de pico, foi obtida em pH 10, sendo este o valor 
selecionado para a fase aceptora. Já com relação ao pH da fase doadora, as médias 
da área de pico foram maiores para os valores de pH 5 e 6 sem, contudo, ser 
possível, especialmente pelos desvios padrão das replicatas, estabelecer com 
exatidão o pH de maior eficiência de extração entre estes dois valores. A seleção do 
tampão pH 5 foi baseada no fato de que este é o mesmo pH da fase móvel na 







4.2.3 Modo e velocidade de agitação 
 
A aplicação de agitação no processo de extração por HF-LPME pode acelerar 
a cinética do processo, fazendo com que o tempo necessário para atingir o equilíbrio 
de partição seja menor. O modo magnético de agitação é mais comumente utilizado, 
entretanto há trabalhos empregando outros modos como, por exemplo, banho 
ultrassônico e vórtex1. No trabalho de Wang e colaboradores91, foi aplicada a 
extração HF-LPME com agitação por vórtex para determinação de três estrogênios 
em leite, atingindo o equilíbrio de partição em apenas 2 minutos. Os autores 
demonstraram que, enquanto a HF-LPME assistida por vórtex por 2 minutos 
apresentou taxas de recuperação entre 88 e 94%, a extração assistida por agitação 
magnética apresentou recuperação compatível (86-96%) somente no tempo de 40 
minutos. 
Baseando-se nisso, foram avaliados os modos de agitação magnética (1; 5 e 
10 minutos) e por vórtex (1 e 5 minutos) no presente estudo. No caso do modo 
assistido por vórtex, obteve-se extração satisfatória somente no tempo de 5 minutos 
e, para o modo magnético, a extração foi satisfatória no tempo de 10 minutos, 
apresentando maiores valores de área de pico para os analitos e padrão interno.  
Levando-se em conta a facilidade de operação, além da possibilidade de 
extrações simultâneas com um único operador e o maior valor da média da área de 
pico dos fármacos, com acréscimo de tempo de apenas 5 minutos, o modo de 
agitação selecionado foi o de agitação magnética.  
O processo de extração HF-LPME foi, então, realizado empregando agitação 
magnética nas velocidades baixa, intermediária e alta, com valores aproximados de 
750, 1000 e 1250 rpm, respectivamente. Não foi observada diferença significativa 
entre as velocidades, uma vez que o valor mais baixo de agitação oferecido pelo 
equipamento, 750 rpm, já proporciona uma agitação vigorosa. Além disso, na 
aplicação de velocidades mais elevadas ocorria, por diversas vezes, o choque 
mecânico da barra magnética com a fibra oca, resultando na perda do solvente 







4.2.4 Tempo de extração 
 
Por se tratar de uma técnica de extração não exaustiva, o tempo de extração 
para HF-LPME deve ser o tempo necessário para atingir o equilíbrio de partição, 
para que ocorra a transferência de massa dos analitos para a fase orgânica 
extratora1,43. Todavia, o tempo para atingir o equilíbrio pode ser, em alguns casos, 
significativamente longo (45 a 90 minutos); nesses casos, conforme mostrado por 
Ho e colaboradores33, pode-se lançar mão de menores tempos de extração em 
condições de não equilíbrio, por exemplo, 10 minutos, obtendo-se resultados 
comparáveis com condições de equilíbrio com tempos mais longos35. 
Desta forma, foram avaliados, em quadruplicata, os tempos de extração de 
10, 15, 30 e 45 minutos. 
 
FIGURA 14: Gráfico da área de pico média (n=4) para os analitos omeprazol (OME), pantoprazol 
(PAN) e lansoprazol (LANSO) com nos tempos de extração de 10, 15, 30 e 45 minutos. Condições da 
HF-LPME: fase doadora composta por tampão fosfato pH 5 0,010 mol L-1 e plasma sintético 1:1 (v/v) 
com analitos na concentração de 2 µg mL-1, fase aceptora tampão borato 0,010 mol L-1 pH 10, 
velocidade de baixa de agitação, solvente 1-octanol e sem adição de sal. 
Conforme mostrado na FIGURA 14, os analitos apresentaram 
comportamentos distintos com relação ao tempo de extração. Todavia este 




conforme citado na seção 1.1 (“Inibidores da bomba de prótons”), sendo que o 
analito mais estável, o pantoprazol, é o que atinge seu equilíbrio com tempos 
maiores de extração, aproximadamente 30 minutos. Para o fármaco omeprazol, 
houve decréscimo na média da área de pico em tempos maiores que 15 minutos. 
Por fim, para o analito mais instável, o lansoprazol, apesar do estudo indicar um 
aumento da eficiência de extração para tempos de extração elevados, os altos 
valores de coeficiente de variação das replicatas tornam-se mais significativos à 
medida que o tempo de extração aumenta. Desta forma, o tempo de 15 minutos foi o 
tempo selecionado para as extrações dos analitos avaliados neste estudo. 
4.2.5 Adição de sal à fase doadora (efeito “salting-out”) 
 
O efeito da adição de sal à fase doadora foi avaliado, em triplicata, nas 
concentrações de sal de 0, 5, 10, 20 e 30 % (m/v) nas condições de 15 minutos de 
extração, velocidade baixa de agitação, tendo como pH da fase doadora igual a 5 e 
da fase aceptora igual a 10.  
 
FIGURA 15: Gráfico do efeito de adição de sal (n=3) à fase doadora nas concentrações de 0,5,10, 20 
e 30 % para os analitos omeprazol (OME), pantoprazol (PAN) e lansoprazol (LANSO). Condições da 
HF-LPME: fase doadora composta por tampão fosfato pH 5 0,010 mol L-1 e plasma sintético 1:1 (v/v) 
com analitos na concentração de 2 µg mL-1, fase aceptora tampão borato 0,010 mol L-1 pH 10, 





Conforme apresentado na FIGURA 15, a extração dos analitos apresentou 
maior eficiência com a adição de sal à amostra na concentração de 5% (m/v). Deve-
se ao fato de ocorrer o chamado efeito “salting-out”, no qual a adição de um sal, 
neste caso o NaCl, acarreta na diminuição da solubilidade dos analitos na amostra, 
facilitando a extração destes pelo solvente orgânico. Contudo, com o aumento da 
concentração do sal, podem ocorrer interações eletrostáticas com os analitos, bem 
como o aumento da viscosidade da solução, podendo também resultar na formação 
de uma emulsão. Isso resulta na diminuição da eficiência de extração, conforme 
observado, neste trabalho, a partir da concentração de 10% (m/v).  
Na TABELA 7 é apresentado um resumo de todos os parâmetros avaliados 
para extração HF-LPME e as respectivas condições selecionadas. 
 
 
TABELA 7: Parâmetros e condições selecionadas da HF-LPME. 
Parâmetro Condição selecionada 
Solvente orgânico 1-octanol 
Fase doadora Tampão fosfato 0,010 mol L-1 pH 5 
Fase aceptora Tampão borato 0,010 mol L-1 pH 10 
Tempo de extração 15 minutos 
Modo de agitação Magnético 
Velocidade de agitação Baixa (750 rpm) 
Concentração de sal adicionado (m/v) 5% 
 
4.3 AVALIAÇÃO DE PARÂMETROS ANALÍTICOS DE MÉRITO 
 
Para a avaliação de parâmetros analíticos de mérito, amostras de plasma 
humano branco de referência foram enriquecidas com os analitos e padrão interno 
em concentrações que contemplam o intervalo terapêutico destes fármacos. Os 






4.3.1 Efeito de matriz 
 
Conforme discutido na seção 1.1 (“Inibidores da bomba de prótons”), o 
plasma humano é uma matriz constituída por uma vasta variedade de compostos 
que podem atuar como interferentes. Com base nisso, foi realizado um estudo do 
efeito de matriz no processo de extração HF-LPME, comparando-se as matrizes 
água ultrapura, plasma sintético e plasma humano branco de referência, os quais 
foram enriquecidos com os fármacos deste projeto para concentração final de 2000 
ng mL-1. Tal concentração foi selecionada com intuito de gerar sinais (picos 
cromatográficos) em todas as análises, independente de diferentes eficiências de 
extração.  
 
FIGURA 16: Cromatogramas da extração do padrão interno (PI) e analitos omeprazol (OME), 
pantoprazol (PAN) e lansoprazol (LANSO) nas matrizes água ultrapura, plasma sintético e plasma 
humano.Condições cromatográficas: fase móvel tampão fosfato 0,010 mol L-1 pH 5 e acetonitrila 
(60:40 v/v) com vazão de 1 mL min-1 no modo isocrático, comprimento de onda de 285 nm e 
temperatura da coluna de 30 ºC. Condições da HF-LPME: fase doadora composta por 2,5 mL de 
tampão fosfato pH 5 0,010 mol L-1 , 1 mL da respectiva matriz, analitos e padrão interno nas 
concentrações de 2 µg mL-1 e 0,2 µg mL-1, respectivamente, fase aceptora tampão borato 0,010 mol 




Conforme demonstrado nos resultados da 
eficiência de extração das matrizes água ultrapura, plasma sintético e plasma 
humano, nesta ordem. Na literatura esta observação tem sid
que o coeficiente de difusão dos analitos é menor em soluções mais viscosas, como 
o plasma humano, por exemplo. Além disso, existe um relevante efeito de interação 
dos fármacos com as proteínas plasmáticas 
deste projeto estão ligados a proteín
fármaco livre está disponível para extração por HF
Na FIGURA 17 também é apresentada
matriz no processo de extração por HF
ultrapura, plasma sintético e plasma humano. 
FIGURA 17: Gráfico do efeito de matriz (n=3) da extração nas matrizes água ultrapura, plasma 
sintético e plasma humano dos analitos omeprazol (OME), pantoprazol (PAN) e lansoprazol (LANSO). 
Condições da HF-LPME: fase doadora composta por tampão fosfato pH 5 0,010 mol L
respectiva matriz avaliada 3,5:1 (v/v) com analitos na concentração de 2 µ
fase aceptora tampão borato 0,010 mol L
minutos e velocidade baixa de agitação (750 rpm).
 
Para suprimir o efeito de ma
plasmáticas, foram realizados testes de filtração e precipitação. No primeiro foram 
utilizados filtros de seringas (“
0,45 µm. Para o segundo tratamento 
precipitação de proteínas.
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de matriz”). A comparação da eficiência destes tratamentos é apresentada na 
FIGURA 18. 
 
FIGURA 18: Gráfico do efeito de matriz (n=3) da extração em plasma humano sem tratamento e com 
os tratamentos de filtração e dois métodos distintos para precipitação de proteínas para extração dos 
analitos omeprazol (OME), pantoprazol (PAN) e lansoprazol (LANSO). Condições da HF-LPME: fase 
doadora composta por tampão fosfato pH 5 0,010 mol L-1 e a respectiva matriz avaliada 3,5:1 (v/v) 
com analitos na concentração de 2 µg mL-1 e NaCl 5% (m/v), fase aceptora tampão borato 0,010 mol 
L-1 pH 10, solvente 1-octanol, tempo de extração de 15 minutos e velocidade baixa de agitação (750 
rpm). 
É observado um decréscimo da média da área de pico dos analitos da 
extração na matriz sem tratamento para a matriz após filtração e após o método de 
precipitação A (adição de metanol ao plasma, 1,5:1 v/v, sem posterior etapa de 
secagem do solvente no sobrenadante). Com relação à filtração, como os fármacos 
estão, em grande proporção, ligados às proteínas, este processo pode ter retido 
ambos, fazendo com que a disponibilidade dos analitos na amostra filtrada fosse 
menor. A respeito do método de precipitação A, a diminuição pode ser atribuída ao 
fato de que é realizada a adição do solvente metanol sem posterior etapa de 
secagem, fazendo com que a amostra seja diluída e, desta forma, tenha menor 
eficiência de extração ou mesmo que os analitos tenham sua solubilidade 
aumentada na fase doadora. Por outro lado, com o método de precipitação B 
(adição de metanol ao plasma, 3:1 v/v, com etapa de secagem do solvente no 
sobrenadante recolhido), uma vez que ocorre a secagem do solvente adicionado 
para precipitação, houve aumento da média da área de pico dos analitos. Entretanto, 




eficiência proveniente das extrações realizadas em meio aquoso ou em plasma 
sintético. 
Conforme discutido na seção 1.2 (“Fármacos em plasma humano: interações 
fármaco-proteínas”), de acordo com Ho e colaboradores 33, a interação fármaco-
proteína pode ser de natureza iônica, hidrofóbica ou polar. Quando se observa maior 
eficiência de extração em água ultrapura do que no plasma humano, pode-se 
considerar que as interações hidrofóbicas são de grande importância. Este tipo de 
interação pode ser suprimido pela adição de solventes orgânicos à amostra, sendo 
que o mais comumente utilizado é o metanol, o qual pode atuar nas interações de 
caráter hidrofóbico e também polar. Desta maneira, as interações fármaco-proteínas 
são reduzidas consideravelmente, sem que ocorra a precipitação das proteínas 
plasmáticas. Tomando isto como base, foi avaliada a adição de metanol à fase 
doadora em diferentes volumes: 0,5; 0,8; 1,0; 1,2 e 2,0 mL. Os resultados estão 
apresentados na FIGURA 19 com a comparação da extração na matriz sem 




FIGURA 19: Gráfico do efeito de matriz (n=3) da extração em plasma humano sem tratamento e com 
os tratamentos de precipitação (método B) e adição de metanol nas proporções de 1mL de plasma 
humano para 0,5; 0,8; 1,0; 1,2 e 2 mL de metanol, para extração dos analitos omeprazol (OME), 
pantoprazol (PAN) e lansoprazol (LANSO). Condições da HF-LPME: fase doadora composta por 
tampão fosfato pH 5 0,010 mol L-1 e a respectiva matriz avaliada 3,5:1 (v/v) com analitos na 
concentração de 2 µg mL-1 e NaCl 5% (m/v), fase aceptora tampão borato 0,010 mol L-1 pH 10, 





É possível concluir que o volume de apenas 0,5 mL de metanol não é 
suficiente para a supressão das interações com as proteínas. Por outro lado, a 
adição de 1 mL permite a obtenção de incremento significativo de eficiência de 
extração dos 3 fármacos. Volumes maiores que 2 mL de metanol não foram 
avaliadas por dois motivos: o primeiro para evitar a precipitação de proteínas e o 
segundo pelo fato de que o aumento de volume de metanol na fase doadora pode 
fazer com que o solvente impregnado nos poros da fibra, 1-octanol, seja solubilizado 
e ocorra perda para a amostra ou mesmo que a solubilidade dos analitos aumentem 
na fase doadora de forma a dificultar sua migração para a fase extratora. Desta 
forma, a condição selecionada foi a de plasma humano e metanol na proporção de 
1:1 (v/v). Na FIGURA 20 são apresentados os cromatogramas das extrações dos 
analitos nesta condição selecionada e nas demais matrizes água ultrapura, plasma 
sintético, plasma humano. 
 
FIGURA 20: Cromatogramas sobrepostos da extração dos analitos omeprazol (OME), pantoprazol 
(PAN) e lansoprazol (LANSO) nas matrizes água ultrapura, plasma sintético, plasma humano sem 
tratamento e plasma humano com a adição de metanol na proporção 1:1 (v/v). Condições 
cromatográficas: fase móvel tampão fosfato 0,010 mol L-1 pH 5 e acetonitrila (60:40 v/v) com vazão de 
1 mL min-1 no modo isocrático, comprimento de onda de 285 nm e temperatura da coluna de 30 ºC. 
Condições da HF-LPME: fase doadora composta por 2,5 mL de tampão fosfato pH 5 0,010 mol L-1 , 1 
mL da respectiva matriz com adição de 1 mL de metanol no caso do tratamento com plasma humano, 
analitos nas concentrações de 2 µg mL-1, fase aceptora tampão borato 0,010 mol L-1 pH 10, 








A seletividade do método cromatográfico foi avaliada pela injeção no sistema 
analítico de soluções padrão de alguns fármacos e compostos comumente 
prescritos ou utilizados por pacientes em terapia com os IBP, a fim de observar 
interferência no tempo de retenção dos analitos e padrão interno. O tempo de 
retenção destes compostos é apresentado na TABELA 8. 
TABELA 8: Tempo de retenção dos compostos avaliados para seletividade 
Composto Tempo de retenção (minutos) 
Sulfametoxazol (PI) 4,80 
Omeprazol (OME) 5,99 
Pantoprazol (PAN) 6,77 












ND: não detectado em até 20 minutos da análise cromatográfica. 
Apenas os fármacos cloranfenicol (antibiótico) e carbamazepina (antiepilético) 
foram detectados nas condições de análise até o tempo de 20 minutos de análise 
cromatográfica, apresentando tempos de retenção de 4,96 e 7,35 minutos, 
respectivamente. Somente o cloranfenicol foi eluído em um tempo próximo ao de um 
dos picos de interesse, neste caso, o padrão interno (4,80 minutos) e, por isso, foi 
submetido ao processo de extração HF-LPME, possibilitando verificar a seletividade 
do método de extração. Na FIGURA 21 são apresentados os cromatogramas 
sobrepostos da extração dos compostos sulfametoxazol (padrão interno) e 
cloranfenicol (CL), corroborando a seletividade do método HF-LPME. Além disso, 
também foi realizada a aplicação do método HF-LPME/LC-DAD em amostras de 






FIGURA 21: Cromatogramas sobrepostos das extrações do padrão interno e o antibiótico 
cloranfenicol após método HF-LPME/LC-DAD. Condições cromatográficas: fase móvel tampão fosfato 
0,010 mol L-1pH 5 e acetonitrila (60:40 v/v) com vazão de 1 mL min-1 no modo isocrático, λ= 285 nm e 
temperatura da coluna de 30 ºC. Condições da HF-LPME: fase doadora: plasma humano e metanol 
1:1 (v/v), tampão fosfato pH 5 0,010 mol L-1 e NaCl 5% (m/v); fase aceptora: tampão borato 0,010 mol 
L-1 pH 10; velocidade de agitação 750 rpm e solvente 1-octanol.  
 
FIGURA 22: Cromatograma da amostra de plasma humano branco de referência após método HF-
LPME/LC-DAD. Condições cromatográficas: fase móvel tampão fosfato 0,010 mol L-1 pH 5 e 
acetonitrila (60:40 v/v) com vazão de 1 mL min-1 no modo isocrático, λ = 285 nm e temperatura da 
coluna de 30 ºC. Condições da HF-LPME: fase doadora composta por plasma humano  e metanol 1:1 
(v/v), tampão fosfato pH 5 0,010 mol L-1 e NaCl 5% (m/v); fase aceptora tampão borato 0,010 mol L-1 




Conforme mostrado na FIGURA 22, não foi verificada a presença de picos 
cromatográficos de compostos interferentes presentes na matriz no tempo de 
retenção dos analitos. Desta forma, pode-se concluir que o método HF-LPME/LC-
DAD é seletivo para os fármacos omeprazol, pantoprazol e lansoprazol, bem como 
para o padrão interno, sulfametoxazol. 
4.3.3 Estabilidade dos analitos em solução metanólica 
 
O estudo de estabilidade da solução de trabalho dos analitos em metanol 
permitiu observar se ocorria decréscimo na intensidade de pico destes fármacos no 
sistema cromatográfico durante o tempo de armazenamento. Foram realizadas 
injeções cromatográficas no período de novembro de 2015 a outubro de 2016, 
totalizando 12 análises, conforme mostrado na FIGURA 23. 
 
 
FIGURA 23: Cromatogramas sobrepostos das análises da solução mix contendo os analitos 
omeprazol (OME), pantoprazol (PAN) e lansoprazol (LANSO) na concentração final de 500 ngmL-1, 
no período de 12 meses (nov/2015 a out/2016). Condições cromatográficas: fase móvel tampão 
fosfato 0,010 mol L-1pH 5 e acetonitrila (60:40 v/v) com vazão de 1 mL min-1 no modo isocrático e 




Pode-se observar que não houve decréscimo da intensidade dos picos 
cromatográficos dos analitos ocorrendo, entretanto, variações do tempo de retenção, 
principalmente para o lansoprazol, o que pode ser atribuído a variações 
intrumentais. Nas FIGURA 24, 25 e 26, são apresentados os gráficos da área de 
pico para os analitos omeprazol, pantoprazol e lansoprazol, respectivamente, 
permitindo a visualização das variações aleatórias da área de pico dos analitos, não 
caracterizando degradação dos compostos. Foram obtidos coeficientes de variação 
(CV%) não superiores a 10% para todos os analitos, quando comparadas as 
respectivas áreas de pico. Também é possível observar que os analitos apresentam 
tendências semelhantes para as respectivas variações na área de pico, 
corroborando que são variações instrumentais e não relativas a um processo de 
degradação dos fármacos. 
 
 
FIGURA 24: Gráfico da área de pico do analito omeprazol (OME) em 12 injeções da solução mix de 
10 µg mL-1 com concentração final de 500 ng mL-1no período de novembro de 2015 a outubro de 






FIGURA 25: Gráfico da área de pico do analito pantoprazol (PAN) em 12 injeções da solução mix de 
10 µg mL-1 com concentração final de 500 ng mL-1 no período de novembro de 2015 a outubro de 




FIGURA 26: Gráfico da área de pico do analito lansoprazol (LANSO) em 12 injeções da solução mix 
de 10 µg mL-1 com concentração final de 500 ng mL-1 no período de novembro de 2015 a outubro de 






4.3.4 Linearidade e limite de quantificação (LOQ) 
 
Inicialmente foi avaliada a linearidade instrumental com o preparo da curva 
analítica com a injeção direta dos analitos nas concentrações 25; 50; 100; 200; 400; 
600; 800; 1000; 1200; 1400; 1600; 1800 e 2000 ng mL-1 e padrão interno na 
concentração fixa de 200 ng mL-1, todos diluídos na fase móvel. Conforme mostrado 
na FIGURA 27, é possível observar o intervalo linear de 25 a 2000 ng mL-1 para 
todos os analitos, representado pela razão da área de pico do analito pela área de 
pico do padrão interno. Os coeficientes de determinação (R2) foram de 0,9952, 
0,9961 e 0,9945, respectivamente, para os fármacos omeprazol, pantoprazol e 
lansoprazol. 
Em seguida, foi avaliada a linearidade após o processo de extração com a 
construção das curvas analíticas, em quadruplicata, após o processo HF-LPME com 
a fortificação do plasma humano branco com os níveis de concentração de 200; 500; 
750; 1000; 1500; 1750 e 2000 ng mL-1 e o padrão interno na concentração fixa de 
200 ng mL-1. 
 
FIGURA 27: Curva de calibração dos analitos omeprazol (OME), pantoprazol (PAN) e lansoprazol 
(LANSO) da razão das áreas de pico dos analitos pela área de pico do padrão interno com injeção 
direta nas concentrações de 25; 50; 100; 200; 400; 600; 800; 1000; 1200; 1400; 1600; 1800 e 2000 





As curvas são apresentadas nas FIGURA 28, 29 e 30 e os respectivos 
parâmetros da curva apresentados na TABELA 9. Foi possível observar que o nível 
inferior de concentração, 200 ng mL-1, apresentou valores de coeficiente de variação 
(CV%) inferiores a 15%, atendendo satisfatoriamente ao requisito do US-FDA de 




FIGURA 28: Curva analítica (n=4) do analito omeprazol (OME) na fortificação do plasma humano nas 
concentrações de 200; 500; 750; 1000; 1500; 1750 e 2000 ng mL-1 e razão pela área de pico do 
padrão interno na concentração fixa de 200 ng mL-1. 
 
 
FIGURA 29: Curva analítica (n=4) do analito pantoprazol (PAN) na fortificação do plasma humano 
nas concentrações de 200; 500; 750; 1000; 1500; 1750 e 2000 ng mL-1  e razão pela área de pico do 






FIGURA 30: Curva analítica (n=4) do analito lansoprazol (LANSO) na fortificação do plasma humano 
nas concentrações de 200; 500; 750; 1000; 1500; 1750 e 2000 ng mL-1 e na razão pela área de pico 
do padrão interno na concentração fixa de 200 ng mL-1. 
 
TABELA 9: Parâmetros da curva analítica após o processo de extração para os analitos omeprazol 
(OME), pantoprazol (PAN) e lansoprazol (LANSO). 




Intercepto Inclinação  
CV% LOQ 




200- 2000 ng mL-1 0,9937 0,07533 2,436 x 10-4 14,3 
Pantoprazol 
(PAN) 
200- 2000 ng mL-1 0,9921 0,16091 1,824 x 10-4 5,2 
Lansoprazol 
(LANSO) 
200- 2000 ng mL-1 0,9910 0,16239 6,356 x 10-5 9,8 
CV%: Coeficiente de variação; LOQ: limite de quantificação. 
 
É possível observar na FIGURA 30 menor sensibilidade para o analito 
lansoprazol (LANSO), devido à inclinação da curva analítica, em comparação aos 
demais analitos. Isso pode ser atribuído, conforme discutido na seção 1.1 
(“Inibidores da bomba de prótons”) à menor estabilidade deste fármaco em ambiente 
ácido o que acarreta também, confome discutido na seção 4.2.4 (“Tempo de 
extração”), no fato deste analito não atingir equilíbrio de partição nos tempo de 






4.3.5 Precisão, exatidão, recuperação e fator de enriquecimento  
 
A precisão do método HF-LPME/LC-DAD foi avaliada neste trabalho em 
termos de repetibilidade e precisão intermediária (intradia e interdia, 
respectivamente) das amostras de plasma humano enriquecidas com os analitos em 
diferentes concentrações.  
Na TABELA 10 são apresentados os valores de exatidão e os coeficientes de 
variação (CV%) da precisão intermediária (interdia) das extrações referentes às 
amostras de plasma humano enriquecidas com os analitos nas concentrações de 
200 (nível baixo – LOQ); 1000 (nível intermediário) e 2000 ng mL-1 (nível elevado). É 
possível observar que os critérios de CV% inferiores a 20% para o limite de 
quantificação (200 ng mL-1) e 15% para os demais níveis de concentração foram 
atendidos para todos os analitos. Além disso, foram obtidos valores satisfatórios de 
exatidão para os três níveis de concentração avaliados. 
O limite de quantificação de 200 ng mL-1 para os analitos pode ser 
considerado relativamente alto quando comparado com outros trabalhos na 
literatura4,22,49–55 que realizaram a determinação destes fármacos em matrizes 
biológicas e obtiveram o limite de quantificação entre 2,5 a 20 ng mL-1, conforme 
apresentado na TABELA 3 da seção 1.1 (“Inibidores da bomba de prótons”). 
Entretanto, foram utilizadas técnicas clássicas de extração com maior consumo de 
solventes, como a LLE e SPE, que são técnicas exaustivas e apresentam 
recuperações próximas a 100%. Cabe também ressaltar que não são encontrados 
na literatura trabalhos aplicando a HF-LPME para determinação de fármacos da 
classe dos IBP. Além disso, foram utilizados, na maioria dos trabalhos, sistemas 
analíticos mais sensíveis como LC-MS e GC-MS e, em alguns casos, acoplados à 
espectrometria de massas em tandem. Por fim, conforme descrito anteriormente na 
seção 1.1, observando-se o tempo de concentração plasmática máxima para coleta 
das amostras, é possível obter a faixa de concentração de 500 a 2000 ng mL-1, 






TABELA 10: Coeficiente de variação (CV%), exatidão, recuperação (n=3) e fator de enriquecimento (FE) da 

















200 14,3 91,5 3,47 1,49 
1000 8,0 100,1 17,7 7,56 
2000 13,0 109,4 19,2 8,24 
Pantoprazol 
(PAN) 
200 5,2 106,2 8,01 3,43 
1000 13,0 101,0 25,5 10,9 
2000 12,3 102,4 25,6 10,9 
Lansoprazol 
(LANSO) 
200 9,8 92,6 17,6 7,35 
1000 9,1 108,1 30,6 13,1 
2000 4,4 87,7 23,6 10,1 
 
Os valores de recuperação obtidos foram inferiores a 30%, entretanto, 
confome preconizado pelo US-FDA (seção 1.5 – Parâmetros analíticos de mérito), 
as recuperações não devem ser necessariamente próximas a 100%, contanto que 
apresentem precisão e exatidão satisfatórios. Além disso, há o considerável efeito 
de matriz observado em amostras de plasma humano, conforme mostrado na 
FIGURA 16.  Na literatura64 são encontrados trabalhos com valores de recuperação 
inferiores a 10% para análise da matriz biológica cabelo humano para determinação 
de canabinóides utilizando HF-LPME, corroborando os valores encontrados neste 
estudo. Por fim, utilizando a Equação 5 para o cálculo do fator de enriquecimento 
foram obtidos valores na faixa de 1,5 a 13.  
Com relação à precisão intradia (repetibilidade), amostras de plasma humano 
foram enriquecidas com os analitos em três níveis de concentração (300, 900 e 1200 
ng mL-1), distintos daqueles utilizados para a construção das curvas analíticas, com 
extrações HF-LPME, em triplicata, realizadas em um mesmo dia.  
Conforme mostrado na TABELA 11, foi possível obter coeficientes de 
variação (CV%) inferiores a 15% para os analitos omeprazol e pantoprazol em todas 
as concentrações. Já para o lansoprazol foram obtidos valores maiores do 
coeficiente de variação (12,9 a 18,2 %) e valores fora da faixa satisfatória de 
exatidão (127 %). Isto pode ser justificado pelo fato de que, conforme discutido na 
seção 4.3.4 (“Linearidade e limite de quantificação”), este fármaco apresentou uma 
curva analítica com menor sensibilidade em comparação com os fármacos 
omeprazol e pantoprazol. Neste sentido, qualquer variação nas condições 




extração, ou seja, nas intensidades de pico deste fármaco, o que corrobora para a 
evidência de maiores CV(%) e exatidões fora da faixa de 80 – 120%.  
 
TABELA 11: Coeficiente de variação (CV%) e exatidão (n=3) da avaliação da precisão intradia das 













300 12,1 99,9 
900 12,2 93,5 
1200 7,8 106,2 
Pantoprazol 
(PAN) 
300 13,8 101,5 
900 4,1 106,1 
1200 13,5 116,1 
Lansoprazol 
(LANSO) 
300 18,2 127,3 
900 12,9 110,4 
1200 14,4 108,8 
 
4.4 APLICAÇÃO DO MÉTODO HF-LPME/LC-DAD EM AMOSTRAS DE 
PACIENTES  
 
Após a otimização e avaliação dos parâmetros de mérito, o método HF-
LPME/LC-DAD foi aplicado em amostras de pacientes voluntários em terapia com os 
fármacos determinados neste estudo. Participaram seis voluntários, sendo que, 
dentre estes, três utilizavam o fármaco omeprazol, dois utilizavam o pantoprazol e 
um utilizava o lansoprazol.  
Dentre as seis amostras de plasma dos voluntários foi possível a 
determinação e quantificação dos analitos deste projeto em três delas, conforme 
mostrado na TABELA 12. Foi observado um perfil cromatográfico semelhante aos 
obtidos nas análises de amostras de plasma humano enriquecido com os analitos. 
Além disso, não foi observada a presença de picos de compostos interferentes no 












Concentração plasmática obtida 
(µg mL-1) 
01 Omeprazol 20  1,12 
02 Omeprazol 20 1,15 
03 Omeprazol 20 ND 
04 Pantoprazol 40 1,92 
05 Pantoprazol 40 ND 
06 Lansoprazol 30 ND 
ND: não determinado. 
 
As concentrações plasmáticas obtidas nas amostras dos voluntários 
participantes estão apresentadas na TABELA 12. Estes valores obtidos estão na 
faixa de concentração esperada para estes fármacos em plasma humano conforme 
considerado na seção 1.1 (“Inibidores da bomba de prótons”), sendo que 
aproximaram-se ao limite superior da curva analítica, não havendo determinações 
abaixo do limite inferior de quantificação (200 ng mL-1). Já com relação às amostras 
nas quais não foi possível determinar os analitos, estas podem ser explicadas, 
possivelmente, pelo fato da coleta ter sido realizada fora da janela de tempo 
preconizada, principalmente no caso do lansoprazol que apresenta concentração 
plasmática máxima no intervalo de 1 a 1,7 horas após a administração do fármaco. 
Além disso, também pode ser atribuído às variações individuais do metabolismo do 
voluntário.  
Na FIGURA 31 são apresentados os cromatogramas da extração pelo 
método HF-LPME da amostra de um dos voluntários em terapia com o fármaco 
omeprazol. A integração do padrão interno e omeprazol foram realizadas, 
respectivamente, nos comprimentos de onda de 285 e 302 nm, conforme discutido 
na seção 4.1 (“Condições cromatográficas”).  
Foi observado um perfil semelhante das amostras reais com as amostras de 
plasma humano fortificado com os analitos e padrão interno. Além disso, cabe 
ressaltar que não foram observados picos interferentes no tempo de retenção dos 
analitos e padrão interno nas amostras dos pacientes voluntários, demonstrando a 




FIGURA 31: Cromatogramas da extração pelo método HF
humano de paciente em terapia com o fármaco omeprazol (OME) nos comprimentos de onda de 285 
e 302 nm. Condições cromatográficas: fase móvel tampão fosfat
(60:40 v/v) com vazão de 1 mL min
da HF-LPME: fase doadora composta por 
tampão fosfato pH 5 0,010 mo
velocidade de baixa de agitação (750 rpm) e solvente 1
 Na FIGURA 32 é apresentado o
285 nm da extração da amostra de plasma de um dos
fármaco pantoprazol. 
 
FIGURA 32: Cromatograma da extração pelo método HF
humano de paciente em terapia com o fármaco pantoprazol (PAN). 
móvel tampão fosfato 0,010 mol L
isocrático, comprimento de onda de 285 nm
LPME: fase doadora composta por 
fosfato pH 5 0,010 mol L-1 e
velocidade de baixa de agitação (750 rpm) e solvente 1
 
 
-LPME/LC-DAD da amostra de plasma 
o 0,010 mol L
-1 no modo isocrático e temperatura da coluna de 30 ºC. 
plasma humano branco de referência e metanol 1:1 (v/v), 
l L-1 e NaCl 5% (m/v); fase aceptora tampão borato 0,010 mol L
-octanol. 
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-1pH 5 e acetonitrila (60:40 v/v) com vazão de 1 mL mi
 e temperatura da coluna de 30 ºC. 
plasma humano branco de referência e metanol 1:1 (v/v), 





-1pH 5 e acetonitrila 
Condições 
-1 pH 10, 
s em terapia com o 
 
n-1 no modo 
Condições da HF-
tampão 




5 CONSIDERAÇÕES FINAIS 
Neste estudo foi possível o desenvolvimento de um método aplicando a 
técnica miniaturizada HF-LPME para determinação simultânea dos fármacos 
omeprazol, pantoprazol e lansoprazol em amostras de plasma humano com análise 
por cromatografia líquida com detecção por arranjo de diodos. De forma geral, o 
método proposto, HF-LPME/LC-DAD, atingiu de forma satisfatória o objetivo de 
determinação simultânea destes fármacos.  
Em razão da complexidade da amostra biológica analisada, a etapa de 
preparo de amostra avaliada neste estudo mostrou-se importante no que se refere à 
diminuição do efeito de matriz e aumento de sensibilidade e seletividade analítica.  A 
otimização dos parâmetros de extração HF-LPME foi crucial para o desenvolvimento 
do método e contribuiu para uma obtenção de informações a respeito da aplicação 
da técnica para a análise de matrizes complexas e fármacos ainda não comumente 
determinados por técnicas miniaturizadas, como o caso dos inibidores da bomba de 
prótons. Também cabe ressaltar que a técnica empregada utilizou menor volume de 
solvente e amostra, sendo este último um fator interessante principalmente para 
amostras invasivas como o plasma humano. Outro destaque da técnica é o 
dispositivo utilizado, fibra oca, que apresenta baixo custo (cerca de centavos de euro 
para o segmento de, aproximadamente, 55 cm de fibra) e, desta forma, possibilita o 
descarte de cada segmento utilizado na extração, evitando-se o efeito de memória.  
Além disso, a HF-LPME também proporcionou a etapa de “clean up”, em um 
tempo de apenas 15 minutos de extração, mesmo considerando-se a instabilidade 
destes em diversos meios, principalmente em ambientes ácidos, e à grande 
porcentagem de ligação com proteínas plasmáticas (95 a 97%). Outro fator que deve 
ser ressaltado é que, apesar do significativo efeito de matriz observado por causa da 
complexidade da matriz biológica estudada, foi possível realizar a determinação dos 
fármacos inibidores da bomba de prótons com precisão e exatidão satisfatória. 
Cabe ressaltar que foi possível aplicar o método HF-LPME/LC-DAD para 
determinação dos analitos omeprazol e pantoprazol em pacientes voluntários em 
terapia com os fármacos, obtendo-se concentrações dentro da faixa estudada de, 
aproximadamente, 1,2 e 2,0 µg mL-1. Obteve-se o limite de quantificação de 200 ng 
mL-1 para todos os analitos, baseando-se nos requisitos preconizados pelo US-FDA. 




comparação com outros trabalhos na literatura, entretanto estes realizaram a 
determinação destes fármacos com sistemas analíticos de alta sensibilidade, como 
LC-MS/MS ou GC-MS/MS. Além disso, respeitando-se o tempo de concentração 
plasmática máxima dos analitos, é possível restringir a faixa de concentração 
quantificável de 500 a 2000 ng mL-1, especialmente para fins de monitorização 
terapêutica.  
Desta forma, este estudo pode contribuir com informações a respeito da 
técnica HF-LPME em matrizes biológicas, bem como possibilitar a maior 
compreensão dos efeitos adversos conhecidos e/ou potencialmente relacionados ao 
uso dos fármacos IBP a curto e em longo prazo. Ainda é possível a continuação dos 
estudos com relação ao efeito de matriz do plasma humano para determinação 
destes fármacos, principalmente com relação à supressão da interação fármaco-
proteína. Possíveis continuações deste trabalho também podem contemplar a 
determinação dos demais representantes da classe dos IBP, uma vez que foram 
observadas diferenças significativas no comportamento de cada analito deste 
trabalho. Além disso, a análise por sistemas analíticos mais sensíveis pode permitir 
a obtenção de limites de quantificação menores, possibilitando a determinação 
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